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Les nombreuses observations faites jusqu’a présent ont déja 


bien établi la relation étroite qui existe dans chaque maladie. 


infectieuse entre les germes infectieux et les cellules amiboides 
de lorganisme. Cette relation est mise en évidence par le fait 
qu’a chaque infection correspond une réaction leucocytaire déter- 
minée ; cette réaction est suivie par l’évolution de la phagocy- 
tose qui est également soumise aux lois qui lui sont inhérentes. 
Ces réactions cellulaires ont été prouvées méme dans les mala- 
dies infectieuses ou lintoxication se manifeste au premier 
plan, de sorte que l’on était porté a croire que ies leucocytes n’y 
étaient pour rien. Apres les travaux de MM. Vaillard et Vincent (1) 
sur le tétanos, et ceux de M. Cantacuzéne (2) sur le choléra, pour 
ne pas citer les autres, il ne peut y avoir aucun doute que toutes 
les conditions qui empéchent ou retardent la réaction leucocy- 
taire de l’organisme sont en méme temps celles qui favorisent 
le développement des germes infectieux et la production du 


‘poison spécifique par ces derniers. Je ne crois pas devoir entrer 
dans de plus amples détails, trop connus de ceux qui ont étudié 


la question de l’immunité, et j’aborderai directement l’exposé de 
mes propres observations sur la diphtérie — cette maladie 
toxique par excellence — qui se distingue, avant tout, par cer- 
taines particularités de la réaction leucocytaire de l’organisme. 
Pour mieux comprendre ces particularités, il faut so rappeler 
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que nous avons plusieurs types de réactions leucocytaires dans 
les maladies infectieuses. Le plus. répandu, c’est la leucocytose 
dans la pneumonie fibrineuse, ou ‘a quantité des leucocytes est 
en proportion directe avec l’intensilé de l’infection, de sorte que 
lVabsence de Ja leucocytose pendant la maladie nous autorise a 
penser que, pour une raison quelconque, l’organisme est privé 
des moyens naturels de se défendre contre l’envahissement des 
germes infectieux, et, plus le nombre des leucocytes diminue, 
plus le pronostic devient difficile. Ce fait peut étre considéré 


comme prouvé apres les récents travaux de MM. Kikodze (3), 


laksch (4), Rieder, (5) et Tchistowitseh (6). Dans quelques autres 


maladies, Ja fiévre typhoide et la rougeole, par exemple, lenombre_ 


des leucocytes n’est ordinairement pas augmenté, et dans la 
fievre typhoide leur nombre est méme diminué. Il résulte donc 


que, dans les deux cas précités, la leucocytose indique une 


marche anormale de l’infection et des complications dues pour 
la plupart & des infections secondaires. C’est pour cette raison 


-que le pronostic en serait relativement défavorable. 


Nous verrons plus loin que la marche de la leucocytose dans 
la diphtérie ne correspond pas aux types ordinaires, et qu’a 
cété de la leucocylose générale du sang, il faut distinguer encore 
la leucocytose locale qui se manifeste par l’infiltration purulente 
et la formation du pus. Si, dans la majorité des cas, la premiére 
précéde la seconde, ou si les deux surgissent parallélement, 
cette regle n’est pas applicable 4 un certain nombre de maladies 
infectieuses. Nous savons avant tout que les animaux immuni- 
sés, et nalurellement réfractaires contre certains virus, peuvent 
réagir avec une moins grande leucocytose générale que Jes ani- 
mauX non immunisés et sensibles aux mémes virus, et néan- 
moins la leucocytose locale et la phagocytose non seulement ne 
sont pas moins développées, mais elles sont méme plus accusées. 
Au point de vue de la chimiotaxie, tous ces faits peuvent étre 
facilement expliqués, et chaque cas d’infection devra étre étudié 


sous ce double rapport. 


C’est précisément le probleme que nous nous sommes posé 
en étudiant la diphtérie, d’autant pius que dans cette direction 
aucune recherche n’ayait encore été faite. En outre, nous avons 
recueilli quelques observations qui pourront étre utiles pour 
déterminer le réle de la phagocytose dans la diphtérie. 
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J'ai eu loccasion d’étudier la leucocytose sur des enfants 
diphtériques, & l’hdpital, et sur des lapins, au laboratoire. Grace 
al’extréme obligeance de M. Rowx, j’ai pu suivre les malades 
soumis au traitement par le sérum antitoxique. Tous les détails 
de ce traitement ont été publiés par M. Rowa, et je me bornerai a 
observer que les propriétés de ce sérum sont telles, qu’il suffit 


de 1/500,000 de centimetre cube pour qu’un cobaye d’une taille 


moyenne soit immunisé contre la dose mortelle minima. 
Les recherches bactériologiques faites par M. Martin ont 
porte sur les 10 cas de diphtérie constaltés  l’hdpital des Enfants- 


Malades; d’aprés ces indications bactériologiques, nous avons — 
nolé si les malades étaient atteints ou non de diphtérie bacil- 


laire, sans tenir compte des complications infectieuses. 

Je profite dela présente occasion pour témoigner & MM. Roux 
et Marlin ma profonde gratitude pour les indications nécessaires 
a mon travail qu’ils ont bien voulu me donner. Les quatre 
aulres cas de diphtérie que j’ai observés a l’hdpital Trousseau 
n'ont pas été traités par le sérum. Dans ces cas, j’ai fait moi- 
méme le diagnostic bactériologique. 

On verra dans |’Appendice que l’analyse du sang de ces 
malades a donné les résultats suivants : 

1° Dans les 8 cas de diphtérie suivis de guérison, apres 
chaque injection sous-cutanée de sérum (10 ou 20 c. ¢), 
le nombre des leucocytes du sang, qui, ordinairement, est 
augmenté au début dela maladie, et qui oscille dans nos cas 
entre 11,450 et 25,000. s’abaisse ensuite progressivement jus- 
qu’au chiffre normal. La méme diminution progressive de la 
leucocytose a été observée dans les deux cas oti le sérum n’a pas 
élé injecté, mais qui, également, ont été suivis de guérison ; 

2° Dans Jes 3 cas de diphtérie & issue mortelle, le nombre des 
leucocytes du sang a été considérablement plus grand, et il 
oscillait entre 29,500 et 51,000 ; 

3° Dans un cas (1x), ole malade a l’agonie était dans un état 
dasphyxie, et ou, par suite d’une brusque élévation du nombre 
de leucocytes (de 12,500 437,500), dans lespace de 5 heures 
apres l’injection du sérum, je m’attendais, par analogie avec le 
vii? Cas, A une issue mortelle, le maladea guéri apres la trachéo- 
tomie. L’analyse bactériologique a démontré que ce croup n’était 
pas dorigine diphtérique. 
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Au sujet de notre premiére conclusion nous ferons remarquer 
que le nombre des leucocytes était déterminé 41/2, 2, 5,7, 16 
et 24 heures apres l’injection de sérum, et que dans tous les cas, 
sans exception, la leucocytose avait diminué; donc, pour Ja gué- 
rison de la diphtérie, il n’est pas nécessaire que la leucocytose 
générale soit augmentée, et cette augmentation donne, au 
contraire, un mauvais pronostic. 

En général, nous avons obtenu les mémes résultats, dans 
nos expériences sur les lapins soumis a la sérumthérapie. Hn 
examinant les 2 tables de l’appendice (B), qui s’y rapportent, 
nous pourrons nous convaincre que la leucocytose atteint pro- 


eressivement son maximum quelques heures avant la mort; c’est: 


ainsi que chez les 2 lapins qui n’avaient pas recu d’injection de 
sérum, le nombre des leucocytes du sang a atteint 26,000 a 
36,000; chez les 2 lapins ayant recu 0,5 de sérum chacun, 
l'un 7 heures apres l’injection, et |’autre a deux reprises, la pre- 
miére 7 heures apres et la seconde 3 jours apres injection, la leu- 
cocytose s’est manifestée par son maximum de 29,900 a 35,000. 
3 lapins ayant survécu & la dose mortelle de culture diphtérique 
n'ont pas eu, pendant la durée de la maladie. plus de 17,900, 15,000 
et 19,000, c’est-a-dire, approximativement les mémes chiffres que 
dans les cas de diphtérie humaine terminés par la guérison. En 
comparant la leucocytose diphtérique humaine a celle des lapins, 
nous constatons une différence insignifiante. Chez les enfants 
malades convalescents, nous observons toujours la diminution 
progressive de la leucocytose qu’ils avaient ordinairement en 
entrant a l’hépital ; chez les lapins traités par le sérum, 7 heures 
aprés l’inoculation du virus, la leucocytose n’est pas diminuée, 
ce qui pouvait dépendre, dans le cas donné, soit de la dose insuf- 
fisante du sérum, — d’autant plus que chez un lapin ayant guéri 
apres la deuxiéme injection du sérum le nombre des Jeucocytes 
est tombé de 12,000 & 8,200, — soit d'autres causes. 

Pour expliquer la marche de la réactionleucocytaire pendant 
la diphtérie, il était nécessaire de déterminer encore l’influence 
du sérum sur lorganisme non infecté. Dans ce but nous 
avons fait une expérience sur deux lapins immunisés par 0,5 c. ¢. 
de sérum, et sur deux lapins témoins, non immunisés. Ainsi 
quwilressort de la table B. UL, on voit que, pendant 24 heures, 
le maximum des leucocytes du sang des animaux immunisés a 
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été de 414,500-18,500, tandis que chez les témoins, le maxi- 
mum nétait que de 9,800 a 10,800. Nous ne savons pas quelle 
influence exerce chez les enfants l'injection préventive du sérum 
sur le chiffre des leucocytes du sang, mais chez les lapins le 
sérum peut augmenter leur nombre dans les premiéres 
24 heures. 

L’observation clinique et les expériences faites sur les ani- 
maux nous permettent d’affirmer que la leucocytose générale 
pendant la diphtérie suit une marche diamétralement opposée a 
celle de la leucocytose de la pneumonie fibrineuse; dans le pre- 


_ mier cas, laleucocytose progressive se termine par la mort et dans 


le second cas, cette leucocytose annonce une issue favorable. 
Pour expliquer cette différence de la réaction leucocytaire géné- 
rale dans ces deux maladies, il faut avant tout connaitre que, 
dans la diphtérie, nous avons affaire principalement a une intoxi- 
cation, et, dans la pneumonie fibrineuse, a une infection, de sorte 
que laleucocytose modérée existant au début de la diphtérie peut 
étre suffisante pour provoquer la leucocytose locale et ensuite la 
phagocytose qui détruit le producteur méme du poison. Il ne 
faut pas juger d’apres la leucocytose générale les phénomeénes 
locaux de l’infection, comme nous allons le démontrer. 


Il 


Une série de faits montrent la réaction cellulaire locale et la 
phagocytose sur des parties atteintes de processus diphtérique 
et dans le pus des animaux. 

M. Léffler (7) signale, dans son premier travail sur la diphté- 
rie, l’apparition des phagocytes autour de l’endroit des injections 
sous-cutanées de culture. 

D’aprés les recherches de M. Ru/fer (8), on rencontre des pha- 


gocytes dans les membranes diphtériques de l'homme. M. Ru/fer 


pense que si les bacilles diphtériques restent a la surface de la 
membrane sans pénétrer dans les parties profondes des Lissus, 
c’est parce que les leucocytes sont un obstacle naturel a cette 
infiltration, en détruisant et en digérant les bacilles. 

M. Lubarsch (9) a fait plusieurs observations sur la phago- 
cytose dans l’infection diphtérique. Tres intéressante est la con- 
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statation de ce fait que la phagocytose est d’autant plus aceusee 
que la culture est plus virulente, 

M. Massart, en 1892, a fait voir aussi que plus la culture 
diphtérique est virulente, plus elle attire les leacoeytes du sang 
des cobayes. 

En 1894, M. Bardach (10), parle de la propriété purulente 
des bacilles diphtériques, et confirme observation de M. Massert. 
Les cultures vivantes du bacille diphtérique et son poison 
possddent des propriétés chimiotaxiques positives, surtout chez 
les chiens, ensuite chez les cobayes, plus faibles chez les lapins. 
Ce savant a retiré du pus des cultures plus virulentes que celles 
qui étaient injectées, et comme les hacilles diphtériques étaient 
contenus dans des phagocytes, il en a conclu que les derniers 
sont capables de détruire les bacilles les plus virulents. 

Entin, d’apres le récent travail de M. Auiseher (11), on veit que 
les foyers broncho-pneumonigques sont dus aux hacilles diphté- 
riques. A lanalyse microscopique, dans huit des neuf eas exa- 
minés, on a pu trouver les bacilles principalement dans les 
parties congestionnées des poumons; la plus grande partie des 
hacilles était contenue dans les phagocytes. 

Dun autre edt, existence de la leucocytese locale, gui, 
comme l'on sait, précdde la phagocytose, est démontrée par les 
recherches de MM. Cornil et Ranvier, Binault, Morel (12}et plusieurs 
autres auteurs, d'apres lesquelles on trouve, dans les amygdales 
de (homme atteintes de processus diphtérique, une aceumu- 
lation des leucocytes du sang. 

Nous nous sommes bornés:& étudier la phagecytose de la 
diphtérie expérimentale, parce que étude des phagocytes dans 
Jes membranes diphtériques des malades est accompagnée de 
tant de difficultés, que nous avons dd renoncer & en faire 
Vexpérience; d'autre part, les recherches sur les phagocytes 
dapres les préparations anatomo-pathologiques nous privaient 


des moyens d’avoir affaire & des cas se terminant parla guérison, 


dans lesquels, comme nous supposions, l'étude de la phagoeytase 
olfre le plus d‘intérét. Nous nous sommes arrétés aux expériences 
suivantes, espérant que de cette, maniére nous pourrons expliquer 
la corrélation entre laleucocytose du sang et laréaction cellulaire 


4, Jeragrette de n’avoir pas pu citer ce travail de M. Lubarsech @aprés Poriginal. 
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locale. On immunise 3 ou 4 lapins, 24 heures ayant l’expérience , 
avec 0,5 c. c. de sérum antitoxique, aprés quoi on injecte a ces 
lapins et aux 3 ou 4 lapins non immunisés, une épaisse émulsion 
de culture de bacilles diphtériques dans la chambre antérieure 
des yeux, aprés avoir retiré l’humeur aqueuse. Knsuite on 
détermine le nombre des leucocytes du sang apres 1, 3, 8 et 
24 heures, et, apres chaque examen du sang, on fait l’énu- 
eléation des yeux infectés. On fixe les yeux enlevés dans 
une solution saturée de sublimé avec 2 0/0 d’acide acétique, et 
on les prépare pour les coupes d’aprés les régles ordinaires. C’est 
ainsi qu’ on a pu observer la diflérence des réactions leucocytaires 
chez les animaux immunisés et ceux qui ne l’étaient pas. 

Des tables ci-annexées (U. 1.-1) on peut déduire ce: qui 
suit : 

1° La réaction leucocytaire générale (leucocytose du sang ) 
est plus accusée chez les animaux non immunisés que chez les 
immunisés ; 

2° La marche de la leucocytose est diverse dans ces deux cas : 
chez les lapins témoins, la leucocytose augmente progressive- 
ment; chez les lapins immunisés,, la leuvocytose, aprés avoir 


_atteint son maximum 8 heures aprés linoculation, disparait au - 


bout de 24 heures ; 

3° Le degré de la leucocytose générale n’est pas proportionnel 
au degré de la leucocytose locale, c’est-a-dire d’émigration des 
leucocytes dans la chambre antérieure de |’mil et dtimelbea tion 
purulente du tissu de iris ; 

4o L’émigration des leucocytes dans la shabu antérieure 
de l’wil commence déja au bout d’une heure apres infection, et 
peu de temps aprés apparait la phagocytose ; 

5° L’activité phagocytaire chez les lapins immunisés s’opére 
avec une plus grande énergie que chez les lapins témoins, de 
sorte qu’au bout de 8 heures il est impossible de constater, dans 
la chambre antérieure de |’eil des lapins immunisés, la 
présence des bacilles diphtériques libres (puisqu’ils se trouvent 
tous contenus dans les phagocytes); tandis que chez les lapins 
non immunisés on peut observer, a coté de nombreux phagocytes ; 
des cultures de bacilles diphtériques (voir la Pl. XILL) ; 

6° Apres 24 heures, la différence peut étre encore plus accusée 
sous ce rapport. Dans deux expériences sur trois, faites sur des 
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lapins immunisés, on n’a pas trouvé du tout de bacilles au bout 
du dit laps de temps (C. u-1m); | y 
7° Le virus diphtérique est un poison nécrotisant ; 
8° La différence du sort du bacille diphtérique dans lorga- ‘ 

nisme de ces deux catégories d’animaux, s’explique en partie 

par la nécrose plus rapide des leucocytes chez les animaux non 
immunisés. Déja 8 heures aprés linjection de lil de ces ani- 
maux, on peut constater la présence de beaucoup de leucocytes 
nécrosés, dont les noyaux désagrégés ont l’aspect de petites 
boules fortement colorées. 24 heures aprés l'infection, cette 
nécrose atteiut lemaximum de son évolution. 

Ainsi, nous voyons que, dans linfection diphtérique, l’acti- 
vité phagocytaire des leucocytes est subordonnée aux lois établies 
par M. Metchnikoff; toutefois il est a remarquer que dans cette 
infection la nécrose des Jeucocytes est trés prononcée, et que 
par conséquent ils ne peuvent pas dans ces conditions terminer 
leur activité phagocylaire. MM. Léffler, Roux et Yersin, Behring 
et autres savants ayant étudié la diphtérie, ont constaté les 
‘propriétés nécrotisantes du virus diphtérique. M. GErtel (13) con- 
‘sidere l'affection nécrobiotique des ganglions lymphatiques 
comme le trait caractéristique de la diphtérie humaine. Cet 
auteur affirme que le virus diphtérique se manifeste dans son 
action visible par la mort de cellules, principalement des leuco- 
ae cytes et des cellules plus grandes, rondes, qui l’ont recueilli. 

e M. Ch. Morel a observé les mémes phénoménes de la nécrose, 
mais il pense quils étaient dus & l’infection secondaire par le 
streptococcus. Nos préparations microscopiques prouvent que 
les cultures diphtériques pures provoquent une si forte nécrose 
des tissus atteints que, 24 heures aprés V’injection dans la 
chambre antérieure de l'ceil,- nous avons pu constater une 
nécrose complete de la partie antérieure de |’@il, une fois chez 
. un lapin immunisé et deux fois chez les lapins non immu- 

nisés. 
L’action du sérum sur les animaux se manifeste par une plus 
grande résistance des éléments cellulaires au virus diphtérique, 
el c’est pour cela que la phagocytose peut donner chez les sujets 
immunisés des résullats meilleurs que chez ceux qui ne le sont 
pas. 3 heures aprés linfection de l@il, la phagocytose chez les ~ 
_ Sujets immunisés et non immubisés est a peu prés la méme. Les ; 
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hacilles sont englobés et en partie digérés par les cellules; mais 
de ce moment, sous l’influence de la toxine, les leucocytes des 
animaux non immunises commencent a périr, et le bacille 
diphtérique commence A pousser librement dans |’eil, de sorte 
qu’au bout de 24 heures, chez les témoins, toute la surface 
antérieure et postérieure de l’iris est couverte d’une masse de 
hacilles, tandis que les leucocytes décomposés nous expliquent 
le développement progressif du bacille diphtérique. Si pendant 
nos expériences nous n’avions pas énucléé les yeux, l’infection 
dans les dits cas se serait terminée par la nécrose de l’ceil, et les 
quelques bacilles, qui pourraient rester dans l’organisme des 
lapins non immunisés, en seraient éliminés au moyen de la 
séquestration de la partie infectée, comme cela a lieu pour la 
muqueuse, ainsi que nous le verrons plus loin. Cette sortie 
de l’organisme des parties infectées in toto, peut le sauver dans 
les cas ot les phagocytes, luttant avec le germe infectieux, péris- 
sent en masse sans pouvoir le détruire. Le processus: de la 
guérison dans la diphiérie est différent suivant l’endroit de 
Vinfection. La destruction des bacilles diphtériques dans l’orga- 
nisme méme commence par la phagocytose, et se termine par la 
nécrose et la séquestration de la partie infectée; a la surface des 
muqueuses, au contraire, la nécrose précede la phagocytose; 
cette derniére peut étre observée principalement dans la seconde 
période du processus, lorsque la séquestration s’est opérée, et que 


les globules du pus, s’ils ne sont pas nécrosés a leur tour, se » 


trouvent en contact direct avec les bacilles. 


Avant d’aborder |’exposé de nos derniéres expériences avec 
les fausses membranes chez les cobayes, et de nous occuper 
de la phagocytose dans les dites conditions, il faut nous arréter 
sur les propriétés bactéricides et antitoxiques du sérum, pour 
pouvoir expliquer jusqu’a quel point, dans l’infection diphtéri- 
que, la guérison peut étre attribuée a ces facteurs chimiques. 

Déja M. Behring avait indiqué que le sérum immunisant ne 
détruit pas les pacilles diphtériques. Quelques auteurs avaient 
également confirmé cette absence de propriétés bactéricides du 
sérum, et, ainsi qu'il appert des piéces justificatives (D), j’ai eu 
aussi l’occasion de *me convaincre que le sérum immunisant du 
sang et l’humeur aqueuse des lapins immunisés, non seulement 


682 _ ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. | 


ne détruisent pas les bacilles, mais offrent méme un milieu favo- 
rable a leur développement, et que | leur virulence augmente dans 
ces conditions. On ne peut donc expliquer la diminution des 
bacilles diphtériques dans la chambre antérieure de l ceil des 
lapins immunisés, ni par les propriétés atténuantes, ni par les 
propriétés hactéricides des humeurs. Hn ce qui concerne la 
propriété antitoxique du sérum, elle’ ne pourrait non plus 
expliquer la disparition des germes infectieux dans ]‘organisme. 
Voila pourquoi il est possible d’obtenir Vinfection diphtérique 
locale, méme chez les animaux immunisés. 

Les faits ci-dessus exposés déterminentle rdle des leucocytes 
par rapport au bacille diphtérique et non a sa toxine. Ce cdté 
de la question est une sphére nouvelle de recherches, et il existe 
des faits qui démontrent que la réaction leucocytaire par rapport 
aux substances vénéneuses d’origine animale et végétale est 
sujette ade propres lois, comme M. Chatenay (14) V'a récemment 
pronvé. Il est fort possible que certaines espéces de cellules 
mésodermiques mobiles de J’organisme possédent la propriété 
d’accaparer non seulement des parcelles dures étrangeéres, ce 
qui se manifeste par la phagocytose, mais aussi de s’imbiber des 
substances liquides solubles et de les rendre inoffensives aux 
autres cellules de l’organisme : c’est ce que l’on pourrait appeler 
la pinocytose. Les recherches de M. Kobert et de ses éléves 
MM. Samoilojf (15), Lipski (16) et autres, sur l’absorption par les 
leucocytes et les cellules endothéliales des sels de fer et d’argent 
en solution, rendent cette supposition trés probable. Toutefois, 
avant ces savants, j’avais réussi a démontrer qu’en injectant dans 
Vorganisme des animaux des solutions de peptone et de glucose, 
les leucocytes du sang présentent quelques heures aprés la 
réaction glycogéne que l’on n’observe pas avant l’expérience (17). 
J'ai émis la supposition que les leucocytes s’imbibent des. 
solutions de peptone et de sucre, et qu’ils les transforment en 
une substance qui donne avec l’iode la réaction caractéristique. 
Je ne puis admettre que, dans:le cas donné, je n’avais pas affaire 
aux phénoménes physiologiques vitaux,» mais seulement au 
processus nécrobiotique du protoplasma des leucocytes, puisque 
la réaction se manitestait principalement dans des leucocytes 
neutrophiles et jamais dans les lymphocytes.’ 
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Jaborderai maintenant l’exposé de mes expériences sur 
les cobayes. A 2 cobayes, immunisés 24 heures ayant l’expé- 
rience avec 0,3 c. c. desérum, et & 4 cobayes neufs, on acaulérisé 
la muqueuse de la vulve avec un petit baton de verre chauffé: 
apres quoi la surface cautérisée a été infectée avec une cul- 
ture virulente (dans du bouillon) de bacille diphtérique. Au bout 
de 25 heures, un des cobayes non immunisés était mort a la suite 
de infection diphtérique. Au bout de 36 heures, un cobaye 
immunisé et un autre non immunisé ont été tués, et les vulves 
infectées de diphtérie ont été enleyées et préparées pour les 
coupes. 

68 heures aprés, on atué une autre paire de cobayes, immu- 
nisé et non immunisé; le sixitme cobaye est mort dans la nuit 
du 2° au 3° jour apres l'infection. A l’analyse macroscopique, 
on a constaté chez tous les cobayes des membranes diphtériques 
plus ou moins formées; chez les animaux immunisés elles 
étaient moins accusées. Une plus grande différence a été consta- 
tée par rapport 4 l’cedeéme inflammatoire des tissus environ- 
nants, qui a été incontestablement plus accusé chez les cobayes 
non immunisés. 

AVanalyse microscopique, on peut distinguer, dans les coupes 


_transversales des vulves, au bout de 36 heures, des couches suc- 


cessives superposées dans l’ordre suivant : la couche de culture 
diphtérique, ensuite la couche du tissu nécrosé ne contenant pas 
de leucocytes, plus loin la couche des globules de pus, et enfin le 
tissu normal avec des vaisseaux hypérémiés et des petits épan- 
chements sanguins; en comparant ces trois couches chez le 
cobaye immunisé et non immunisé, nous avons pu constater que 
la couche formée de globules de pus était plus épaisse chez le 
premier que chez le second cobaye. : 

La réaction leucocytaire locale est done plus accusée chez le 
cobaye immunisé, ce qui correspond parfaitement au résultat 
obtenu dans les expériences sur les yeux des lapins. En outre, 
cette corrélation s’est manifestée dans |’état_méme des leuco- 
cytes qui sont généralement moins désagrégés chez les cobayes 
immunisés que chez ceux qui ne le sont pas. 

Environ trois jours apres l’infection, on observe que la fausse 
membrane est en grande partie détachée de l’organisme le long 
de la couche la plus infiltrée par les leucocytes. Ainsi, dans la 
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cavité de la vulve, on apergoit les parties séquestrées de la 


muqueuse dans laquelle la pullulation de bacilles diphtériques se 
poursuit sans encombre. Les surfaces ulcérées de la vulve sont 
couvertes de globules de pus et de bacilles diphtériques. La 


_ différence entre le cobaye immunisé et non immunisé, a cette 


période du processus diphtérique, consiste dans le seul fait que 
les leucocytes du premier conservent toutes les propriétés des 
cellules vivantes, tandis que chez le cobaye témoin nous trou- 
vons une masse de leucocytes désagrégés. Dans le premier cas, 


les bacilles ne pénétrent pas profondément dans le tissu, et sont 


arrétés par les phagocytes a la surface de l’ulctre, tandis que, 
chez le cobaye nonimmunisé, ils pénétrent sans entraves dans les 
couches plus profondes. 

Bien que généralement nous ayons rencontré peu de pha- 
gocytes, on en trouve cependant plus chez le cobaye immunisé 
que chez celui qui ne l’est pas. 

I] résulte des faits cités que le processus de la guérison de 
la diphtérie des muqueuses doit se produire dans lordre sui- 


vant: réaction leucocytaire locale; séquestration de la muqueuse | 


infectée et nécrosée; et ensuite activité phagocytaire des 
leucocytes défendant l’organisme contre les infections plus 


profondes et secondaires ; mais le principal procédé par lequel - 


Yorganisme se débarrasse des bacilles diphtériques, a un carac- 


‘tere purement mécanique aussitét gue la membrane s’est 


détachée.. [1 nous semble donc que la condition importante 
de la guérison du processus diphtérique local consiste, notam- 


ment, dans la formation rapide de |’inflammation circonscrite, et 


dans une grande accumulation des leucocytes, qui produisent 
Vhistolyse. En l’année 1391, M. Leber (18) a de nouveau appelé 
lattention surle rdle des leucocytes dans la production de l’his- 
tolyse & laide des ferments digérants et dissolvants des tissus. 
Il ressort aussi des recherches tout récemment publiées par 
M. Berestnew'* que le sang méme riche en globules blancs, 
comme celui des malades leucocythémiques, manifeste ce pouvoir 
au plus haut degré. Etant donné ce’ réle des leucocytes, il 
serait intéressant de déterminer quelle est son importance chez 
les animaux immunisés et non immunisés. Nous espérons con- 
tinuer les expériences commencées dans cette direction, car 
elles peuvent nous expliquer pourquoi les membranes des 
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diphtériques, solidement fixées a la muqueuse infectée, se 
détachent parfois avec une surprenante rapidité. 


En terminant l’exposé de ces recherches cliniques et expéri- 
mentales, nous croyons devoir noter les principaux résultats 
suivants : 

1° La leucoeytose du sang dans la diphtérie a un caractére 
particulier qui la distingue de la leucocytose observée dans la 
plupart des autres maladies infectieuses ; 

2° La leucocytose progressive dans la diphtérie donne un 


mauyais pronostic, et l’analyse du sang peut fournir des indica- 


tions utiles sur la valeur du traitement; 
3° Les bacilles diphtériques dans l’organisme méme sont 


_ détruits par l’activité phagocytaire des leucocytes ; 


4° Les bacilles diphtériques des infections superficielles, par 
exemple, des muqueuses, sont enlevés de l’organisme infecté 
d'une facon mécanique, et il n'y a qu'une petite partie des 
hacilles qui subisse la destruction phagocytaire aprés degolle: 
ment de la fausse membrane ; 


5° La propriété nécrotisante du virus diphtérique, qui. 


_sétend a toutes les cellules de l’organisme, entrave I’activité 


phagocytaire ; 
6° Le sérum thérapeutique rend les cellules de l’organisme 
moins sensibles a l’action nécrotisante du virus diphtérique. 


Le présent travail m’a été proposé par M. FE. Metchnikoff, et je 
suis tres heureux de pouvoir témoigner ma profonde gratitude 
i mon yénéré et cher maitre pour le précieux concours quil a 
bien voulu me préter pendant mes recherches. 


es APPEND We 


A Observations cliniques. sur la faeces de la leucocytose chez les” 
malades diphtériques. nek 5 


Les cas d’observation cités n’ont pas été l’objet d’un choix 
 spécial,,et comme le diagnostic bactériologique ne pouvait étre 
-connu que dans les 24 heures, ona eu a constater sur 14 malades 
- untas de croup d’origine non diphtérique. Sur ces 14 malades, 

10 ont été soignés au sérum thérapeutique 4 l’hdpital des 
Enfants-Malades, les 4 autres malades, 4-l’hOpital Trousseau,— 
n’ont été soumis a aucun traitement spécifique. 
_ Le nombre des globules rouges (E) et blancs (L) du sang a’ . 
été déterminé par le compteur Thoma: Zeiss, la quantité d’hémo- — ‘3 
globine (8H) par l'appareil Gowers. ae 4 


I. J. D. Sans. — Diphterie du pharyne et du laryne. 


Bo ie Avie A tOs0008 20 ¢. ¢. de sérum. a Be oro 
oie L == 15,830. Sy 
Sie H = 75 0/0. 
2/v1, E = 4,530,000. 10 c. ¢. de sérum. ‘ si ‘ 
HES he 8.000. | sae oa 
H = 80 0/0. . eee: 
» /3/vi. E = 8,350,000. age : 
eh Le 600; | 
? Fh'=84.0/0. 3 
4/vi. BE = 5,020,000. 10 c, ce. de sérum. 
L = 14,300. | it a 
H = 8% 0/0. ie eae 


s/vt. L = 9,200, 


I. G. L. 5 ans 4/2. — Diphterie du phar Yne. 
A/yi. EK = 3,600,000. 20 c. c. de séram. 

aka [oie 22,700. 
es Hes5757.0/0. 
é 2/vi. E = 3,975,000, 20 ¢. c. de sérum. 


3/v1. E = 4,275,000. Sa 
L = 14,900. : 
| H = 72 0/0. | ee 
4/vt. BE = 4,150,000. 20 c. c. de sérum, O72 Cia 


L = 9,370. 
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“He = 72 6/0. : “as 
5/vi. L = 10,00). : sie 
I. A. -R. 4 ans. — Dipheri ie du pharynx. a 
4/vi. E = 4,750,000. 20 c. c. de sérum. be 
L = 44,450. “e 
pet Sc 8h 0/0: es © 
: B/vi. E = 3,100,000. 20 c. c. de sérum. enna 
y L= 10,400. baie 
H = 82 0/0. a 
6/vt. E = 4,770,000. i 
L = 12,000. is | Soe 
H = 80 0/0. a 
IV. M. J. 5 ans, -— Diphtéri te du phar YUN . 3 nen 
Ny : pehiciomte le 6/N1. 
T/vi. 6 . E = 4,000, 000, 20 c. ¢. de sérum. 
L = 25,000 ) 
P H = 90 0/0. ee 
8/yr. 10 h. m. E = 4,025,000. Complication de scarlatine. Le 
D220, 220: 4 
H = 90 0/0. ? 
V. iH. E. 3 ans. — Diphtérie du larynx. 
Trachéotomie dans la nuit du 6 au 7/v1. 
7v1. 6 h. s. E = 4,350,000. 20 c. c. de sérum. Batis 
lf Se 15,000. * 73 iy ne 
H = 80 0/0. f a 5 
8/v1. 40 h. m. E = 4,800,000. es 
Le = AS31750: po 
H =°8 0/0. 
VI. A. V. — Diphtérie du pharynx. f 
9/vt. 6h. s. E = 4,240,000. 20 c. c. de sérum 4 6 h, 30s. ae ; 
: L = 20,800. ae, 
10/vi.40 h. m. E = 4,470,000, 10 c. cm. de sérum a 4h. 30 m, - ae 
5 L = 16,600. ‘dh tate 
6 h. 30 m. E = 4,950,000. 1 
L = 10,600. Ke 
: VII. E. F. 7 ans. — Diphtérie du pharynx. Wage 
-Q/y1. 20 c. c. de sérum. 
40/v1. 41h. m. E = 5,070, 000. 20c. c. desérum 44h, 30 m. a 
* L = 24,000. bat 
i oH =< 98° 0/0. ie 
~6h.'s. L = 20,800. : 
VIII. C. 2 1/2 ans. — Diphtérie du pharyne. ea! 
10/v1 10 h, m. E = 4,320,000. 20¢. e. de sérum 44h. 30m, ‘ey 
L = 29,500. Tee 
ied 
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Boy : Brief H = 78 0/0. 
aang 6h. §. E = 4,375,000. ° 
L = 31,300. 2-4 
“ H = 80 0/0. 
4 12/v1. Mort. 
Ce 
ay IX. I. S. 2 ans. — Croup dans le larynx sans bacilles de Klebs-Loffler. 
46 /v1. 9h. 30m. B= 4,320,000. 20c. c. desérum a 14 h. 45 m. 
De L = 12,500. 
ey “2 8. hy: 45S; (B == 6,500; 000. Le malade est al’état d’ Soke Immé- 
> ve = 37,5000. diatement apres l’examen du sang on a 
eS Sane ae: oes fait la trachéotomie. Guérison. 
X. L. B. 7 ans. — Diphiérie du ale 
ity 15/vr. 20 ¢. c. de sérum. , 
zh 46/v1. 10h, m. E = 5,400,000. 10.c. ede sérum a11 h. 45 m. 
bey, Li z= -22,000.."), < 
 H=93 0/0. 
5h. 15m. s. E = 5,000,000. 
i ely, 000. ~ 
Sea H = 90 0/0. 


: XI. E. B. 6 ans. — Pipes du nhongee 

Ame jour de maladie; les ganglions ceryicaux trés gonflés. T? 37,7 — 
a) i 38,0. Guérison. 

22/v1. L-= 16,600. 

23/v1. LC = 14,800... 

24/v1. L = 10,600. 


; XII. M. C. 9 ans. — Diphtérie du phar Y NL. 
Les ganglions cervicaux sont gonflés; 3m jour de maladie; t? 37,9 — 
ihe 38,0. Guérison. 
: 22/vr.. L = 20,000. 
hao. 12,500. 
re 24/v1. L = 12,000. 
a 25jv1. L = 9,400. 


Le 


KIM. J.C. 4 ans. — Diphtérie du pharyna. 
er - Les ganglions cervicaux sont gous te 37,5 — 38,0, Mort. 
te 22/v1. L = 38,000. 
Soe > cofvt. L: =.43;000. 
rast 24/v1. L = 42,700. 
gaits, 25/v1. Mort. 


XIV. M.D., 8 ans. — Diphtérie du pharyne el de la cavité buccale. 


a2 : 


8me jour de maladie; to 38.6 — 40,0. Mort. 
23/yr. L. = 40,000, 
24/v1. L = 34,100. On a fait la trachéotomie le soir. 
26/v1. Mort, 
: " ~ . 
* 
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B. — Observations sur la leucocytose des lapins diphtériques. Eapé- 
riences sur le traitement curatif et préventif de la diphtérie. 


I. 23/vyn. A trois lapins, pesant 1,870, 1,820 et 1,950 grammes, on a fait 
8 h. 30 du matin une injection sous-cutanée, A chacun, de 5c. c. de 
culture diphtérique dans du bouillon, ct & 11 h. 30 m., on a injecté, en 
outre, aux deux premiers lapins, 0,5 de sérum; le 3™° était comme témoin. 
Nous citons les résultats de analyse quotidienne du nombre des leucocytes 
du sang (L), et de la température (T), dans la table suivante: 


ier lapin. 2e Japin. Lapin témoin. 
Temps. L. Ake Vb ile L. T. 
Q2/vn 4 h. s. 11,000 . 39,3 41,800 39,4 9,100 38,9 
_ rr 
23/vu 8 h. 30 m. m. Injection de U,5 ec. c. de culture de bac. diphteér. 
41 h. 30 m. m. 8,300 39,7 7,300 39,6 12,500 39,5 


ee SS 
injection de 0,5 c. c. de sérum. 


Oph S. 42,000 40,2 8,300 40,0 14,000 40,3 

24/vir 8 bh. 30 m. m. 44,800 39,3 9,400 39,7 12,500 39,3 
5 hes; 13,500 39,8 41,500 39.0 23,700 39,3 

95/v11 8 bh. 30 m. m. 42,600 39.7 11,400 39,6 30,000 37,8 
ap eS 17,900 39,8 45,000 39,5 36,600 36,0 

26/vir 8 h. m. 17,700 39,2 43,500 39,6 ~~ Mort 

. The. eee 14,800 39,7 8,500 39,8 

« Q7/v18 bh. m. 417,700 39,2 40,800 39,5 

28/vi 8 h. m. 47,800 9,600 

29/vir 8 h. m. 45,200 10,000 

30/vm 8 h. 30 m. 41,100 9,700 


Remarque. L'augmentation du nombre des leucocytes, depuis le 25/vu, chez 
les deux premiers lapins,s’explique par !’inflammation al’endroit de linjec- 
tion de Ja culture et ensuite du sérum. Une partie dela peau est nécrosée. 

IL Dans l’expérience suivante, le sérum thérapeutique est injecté 7 heures 


apres l’infection. Injections répétées du sérum. Poidsdes lapins: 1,875, 1,885, 


1,745 et 1,800 grammes. 


; fer Japin. 2e Japin. 3e lapin. Lapin témoin. 
Temps. L. ve L. is L. le LB ue te! le 
a5/vr 4 h. 30 m. s. 5,000 38,6 7,00 39,0 10,000 38,9 9,000 38,8 
I a 
96/yr $ h. 30 m. m. injection de la culture diphtér., 0,5 c. c., aux lapins, 
» (3%h. 30. m, s. 14,000 38,8 12,000 39,2 43,100 39,1 10,000 88,8 
ee 
Injection de 0,5 c. c. de sérum. 
8 h. 30 m. s. 44,000 38,8 19,000 39,38 18,700 39,2 46,200 38,8 
27/vi 8 h. 30 m. m. 47,000 38,3 14,400 38,5 18,000 88,2 18,700 38,4 
8 h. 30 m. s. 10,000 38,4 9,100 38,8 12,000 38,2 19,100 40,4 
28/vr8 h. 30 m. m. 14,500 38,6 10,000 39,0 16,200 38,2 26,600 39,5 
29/vi8 h. 30 m. m. 19,500 38,0 12,000 39,2 35,200 37,0 20,000 39,8 
i 
inject. de0,5c. c.de sérum. Morts en 2-3 heures. 
30/vr8 bh. m. 22,900 37,8 11,400 39,4 
{/va 8 h. 30 m. m. 22.500 36,0 8,200 39,5 
4 —_—\V 
Mort 
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lI. L’influence de Vinjection préventive du sérum sur le nombre des 
Teucocytes du sang ressort de J’expérience suivante sur les 4 lapins, dont le — 
poids était de 1,770, 1,780, 1,770 et 1,750\grammes. 


fer lapin. 2e lapin. jer lapin témoin. 2 lapin témoin. 


Temps. (BT the L. fae Set by Taste alba Mee 

Aas 10h. mo. 7,500 39,5 40,000 39,5 5,800 39,5 39,7 
Mh, 45 m. m. Inj. de 0,5 c. c. de sérum. 

3{H.Sig 10,000 39,8 43,300 39,8 40,040 39,8 40,0 

Src se 11,250 40,4 418,500 39,8 410,800 39,6 40,0 

. 45/vm 8 h. m. 41,500 39,7 415,800 39,2 9,150 39,5 39,9 


C.— Recherches sur la réaction leucocytaire et sur la phagocytose apres 
‘injection dela culture des bacilles diphtériques dans la chambre 
antérieure des yeux des lapins. 
__L. La description générale de ces expériences a déja été faite dans le 
mémoire. Pour faciliter’l’examen du sang, on a pris d’abord 4 lapins non 
immunisés, pesant 1,620, 1,670, 1,770 et 1,750 grammes, et ensuite, dans la 
seconde partie de l’expérience, on a fait le méme examen sur 4 lapins 
immunisés, pesant 1,770, 1,530, 1,780 et 1,530 grammes. 


> 


> ® 
LAPINS NON IMMUNISES 


2 3 
Temps. A ; L. Bete pen lek ny fi te . Mize tee 
t7/vm 8 bh. 30 m. m. 14,500 39,0 9,600 39,4 13,800 39,6 9,700 39,5 
¢ ee 
Injection de la culture de bacille diphtérique dans — 
la chambre antérieure des yeux. 
10,500 39,0 
ate ‘ 412,700. 39,4 
6b ae 16,700 40,0 , 
43/vm40 bh. m. 32,000 38,1 
~~ 


——— 


a survécu) mort 25/vi m.a4h.s18/vir m. a midi 18/vir 


LAPINS (MMUNISES 
; 1 2 3 
Temps. . Re URE MR ea hr ee 
8/yvir 8 h. m. m. 9,100 40,0 410,000 39,2 44,200 39,7 43,400 40,1 
Ooh. ins Injection de la culture de bacille diphtérique dans 
la chambre antérieure des yeux. 
40h. 12,500 39,6 » 
AQ h. 12,000 39,4 
6 h. ; 14,000 39,8 ined 
49/vu $ h. m. , : 12,800 39,0. 
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ANALYSE MICROSGOPIQUE DES COUPES DES YEUX BNUCLEKS ed 
Au bout dune heure. 


, Lanie non immunisée. — Sur la surface antérieure de liris on apergoit rt 

par-ci par-la des bacilles & l'état libre. Commencement de lexsudation 
fibrineuse et émigration des leucocytes du sang; pas de leucocytes dans la 

he chambre antérieure de |’ceil. 

- Lapin immunise. — On trouve des bacilles libres 4 la surface de Viris; 

exsudation fibrineuse; on remarque dans quelques endroits, prés des gru- i 

meaux de bacilles, de petils amas de leucocytes. 


Au bout de trois heures. 


ct _ Lapin non immunisé. — L’exsudation purulente couvre presque toute la 
-. surface de Viris tournée vers la chambre antérieure. Les vaisseaux de V’iris | 
= sont hypérémiés. Emigration des leucocytes. Les phagocytes sont dissémi- 
nés le long de la couche de l’exsudation, mais on observe encore beaucoup 
de bacilles libres. ’ 

Lapin immunisé. — Le caractére général du. tableau est le méme que 
dans le cas précédent, mais il ya moins de bacilles libres. i 


Au bout de huit heures. 


Lapin non immunisé. — La phagocytose atteint le maximum de son 
développement, mais en méme temps le nombre des bacilles diphtériques 
augmente aussi ; plusieurs leucocytes ou phagocytes sont nécrosés. 
. Lapin immunisé. — lia phagocytose atteint le dernier stade de sondéve- 
loppement. Dans un grand nombre de cellules on n’observe que des restes. 
de bacilles modifiés dans leur forme et dans leur coloration. Point de ba- — 
-cilleslibres. La désagrégation des leucocytes est plus faible que celle du 


lapin non immunisé. Le lissu dé liris est fortement infiltré ‘de globules i : oo 
de pus. © - , 3 me 
Au ‘bout de vingt-quatre heures. ‘ eS, 
Lapin non immunisé?. — Nécrose de presque tous les leucocytes el oa . 
commencement de Ja nécrose de Viris qui est infiltré de leucocytes & un igi 
faible degré. On observe une masse de bacilles diphtériques sur la'surface = 


antérieure et postérieure de liris. Sur cette derniére, on rencontre beaucoup 

de phagocytes normaux. a ape 
Lapin immunisé. — Nécrose complete de la chambre antérieure de l’ail, » 

avec) iris et avec tous les éléments cellulaires. L’wil n’a pas été énucléé, parce 

que toute la partie antérieure de l'oeil a ¢lé séquestrée. Les bacilles libres 

s’observent au milieu des foyers purulents contenant les leucocytes désa- ~ ; 

grégés en une masse granuleuse. *! 


II. Cette expérience a dd étre faite sur six lapins, mais l’un d’ eux est a 


» 


ee 
mort d'une cause inconnue, de sorte que la leucocytose générale et les phe- 
noménes anatomo-pathologiques de l’ceil n'ont pu étre observés que sur 
quatre lapins, 3 et 24 heures aprés Vinjection des yeux. Les lapins pesaient: 


4 140, 4, 730, 4 ,600 et 1,450 grammes. 
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LAPINS NON IMMJNISES LAPINS IMMUNISES 


4 ae) 3 4 

Temps. L. T. Leceayeels L. Ee. L. T. 
9/v 10 bh. m. m. 12,000 39,5 42,000 39,6 44,200 39,2 10,800 39,0 
ee EEE 
44h. m. m. _inject. de 0,5 c. c. de serum 
nnn 

40/vua 8 bh. 30 m. m. Injection de Ja culture de bacille diphtérique dans 

la chambre antérieure des yeux. . 

44h. 30 m. 12,500 39,0 17,000 39,2 

44/ym 8h. 30 m. mz 49,800 36,0 8,500 39,4 


el 

mort 14/vir morta/ h. 14/vir 
ANALYSE MIGROSCOPIQUE DES COUPES DES YEUX ENUCLEES 
Au bout de trois heures. 
Lapin non immunisé. — L’exsudation purulente s'est formée sur la sur- 


face de l'iris; infiltration leucocytaire du tissu méme de liris. Phagocytose ; 
mais la plus grande partie des bacilles diphtériques est libre. 


Lapin immunisé. — L’infiltration leucocytaire de liris et lagglomération 

_ des leucocytes dans la chambre antérieure sont plus accusées que chez le 
lapin non immunisé. La phagocytose est considérable, bien que l’on observe < 
encore des bacilles libres. 


Au bout de vingt-quatre heures. 


Lapin non immunisé. — Les leucocytes, dans la chambre antérieure de 
l'oeil, sont détruits; on n’y apergoit pas de bacilles. Des foyers de phagocytes ~ 
sur la surface postérieure de liris, dont quelques-uns commencent a se nécro- 
ser; on trouve peu de bacilles libres. La partie antérieure de lceil s’est 
détachée sans opération a cause de la nécrose. 

Lapin immunisé. — La chambre antérieure offre la méme nécrose com- 
plete des leucocytes. L’iris est fortement infiltré de leucocytes, mais il n’est 
pas nécrosé. Point de bacilles diphtériques dans I’ceil. 


F- F. c. tik ee? . 5 the 
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Il. Poenuerige ne suivante avait élé faite sur six lapins, dont trois ont été 
immunisés avec 5 c. c. de sérum, trois jours d’avance. Le poids des lapins 
non immunisés est de: 4,700, 1,680 et 4,715 grammes; celui des lapins im- 


a? munisés, de 1,570, 1,700 et 1,680 grammes. 

mes.” LAPINS NON IMMUNISES 

Ba ' Se 
aa 1 2 3 

be) ees Temps. Li: T.+ ie Te i T. 

oe 1S; AAVeC 9} H, mnt 42,500 39.4 10,000 39,5 9,000 39,3 

Bete i Sr 

‘ oa 18/vui 8 h. 380m. m. Injection de la cuiture de bacille diphterique dans . 

ea la chambre antérieure des yeux. 

ig 44 h. 30 m. 12,500 39,0 

oy elie ae 16,000 39,6 

os, 19/vir 8 h,.380 m. m. 16,600 38,8 _ 

Chae mort 24/vit mort 20/va _ mort 20/vi 
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LAPINS IMMUNISES 


Temps. L. dhe L. Te L. ibe 
17/va 8 h. 30 m. m. 12,500 59,4 40,800 38,8 7,000 39,5 
rT OO CO 
18/vir 8 h. 45 m. m. Injection de la culture de bacille diphtérique dans 

Ja chambre antérieure des yeux. 
44h. 45 m. m.~ 43,800 3954, 
4h. 30 m. 23,000 39,4 
49/vi § h. 30 m. , 9,400 39,0 


ANALYSE MICROSCOPIQUE DES COUPES DES YEUX ENUCLEES 
Au bout de trois heures. . 


Lapin non immunisé. — La réaction leucocytaire est considérable, Ja 


phagocytose lest aussi, mais on observe une grande quantité de bacilles 
libres. 

Lapin immunisé. — On yoit plus de leucocytes que chez le lapin non 
immunisé, et tous les bacilles sont contenus dans les phagocytes. 


Au bout de huit heures. 


Lapin non immunisé. — Malgré la phagocytose trés considérable, il y a 
beaucoup de bacilles diphtériques libres. Les leucocytes et les ppesseues 
ont déja, en partie, subi la nécrose. 

Lapin immunisé. — Peu de bacilles diphtériques, ils sont tous cantons 
dans les phagocytes. La réaction leucocytaire de ce cas est généralement 
insignifiante. 

Au bout de vingt-quatre heures. 


Lapin non immunisé. — Destruction compléte des leucocytes; peu de 
bacilles libres. La chambre antérieure est nécrosée; elle s’est détachée sans 
opération. \ 


Lapin immunisé. — Peu de leucocytes nécrosés, tout Viris est infiltré de 
leucocytes. Point de bacilles diphtériques. 
D. — Expériences qui démonirent que les bacilles diphtériques 
contenus dans les phagocytes sont vivants et virulents, et que les 


humeurs des lapins immunisés n’ont pas de propriétés bactéricides. 


I. 17/vu. 9h. m. Une injection sous-cutanée de 5 c. c. de sérum a été 


faite & un lapin; le 18/vu, 48h. 30 m. du matin, on a injecté, dans la’ 


chambre aniérieure de lil, une épaisse émulsion de bac. diphtérique, 
comme on l’avait fait dans les expériences de la précédente série. A 8 h. 
30 m. du soir, on a retiré de la’chambre antérieure de |'ceil infecté toute 
Phumeur aqueuse, dont on ainjecté 4 c. c. Aun cobaye pesant 320 grammes. 

Les expériences précédentes ayant démontré que, chez les lapins immu- 
nisés, tous les bacilles sont contenus dans les phagocytes au bout de 8 heures, 


on pouvait s’attendre, a plus forte raison, qwiln’y a pas de bacilles libres — 


dans ]’ceil 12 heures aprés l’infection. Le cobaye est mort 4 jours aprés. 
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Avec la méme humeur de l’wil, on a préparé une culture dans du 
bouillon. Deux jours aprés, on en a obtenu une culture pure de bacilles 
diphtériques qui, aprés avoir été injectée; le20/vm, en quantilé de 1 ¢.c. a un 
cobaye, pesant 300 grammes, l’a tué en 48 heures. Cette expérience a été 
répétée, ellea donné le méme résultat. 


If. 30/vi. Deux lapins ont été immunisés chacun par 4 c.c. de sérum. 
3l/vm. A ces deux lapins immunisés, et & deux lapins témoins 
ona retiré, au moyen de tubes stérilisés, /humeur aqueuse des yeux, et ces 


“quatre tubes ont été ensemencés avec une petite quantité de culture du 
-bacille diphtérique. 


1/vur. On a obtenu, dans: les 4 tubes, une culture pure de bacilles 
diphtériques. Deux de ces cultures, uned’un lapin immunisé, et l'autre d'un 
lapin non immunisé, ont ¢té injectées en quantité de 0,2 c. c. a deux 
cobayes de 410 et 480) grammes. 

3/vm1. Le cobaye (de 480 grammes) est mort a la suite de l’injection de 


ja culture provenant d’un lapin immunisé: 
Pp 


4/v1. Lautre cobaye (de 410 grammes) est aussi mort. Par conséquent, 
la virulence des bacilles diphtériques s’est accrue dans l’humeur de l’ceil du 
lapin immunisé. 

1/vm. Des 4 cultures de bacilles: diplianievare obtenues, le 1/vym, dans 
VYhumeur aqueuse des yeux des lapins, on a ensemencé dw bouillon et de la 
gélose. 


2/vin. La culturé des bacilles, diphtériques: provenant des lian immu- 


-nisés. est. plus abondante que celle des lapins témoins. Des injections sous- 


cutanées de cultures provenant d'un lapin immunisé et de deux lapins non 
immunisés ont été faites a trois cobayes. 

3/vul. Entre 10 et 11 heures du matin. sont morts les. deux, cobayes 
infectés avec des cultures provenant des lapins immunisés. Le troisiéme 
cobaye témoin est mort 5 heures aprés les deux premiers. 

L’expérience a été répétée avec 4 autres lapins. et elle a donné les. mémes 
résultats. 

Fn outre, on a ensemencé le sérum du sang des lapins immunisés et 
non immunisés avec des bacilles, diphtériques, et, au bout de 24 heures, oma 
obtenu une culture plus abondante sur le sérum des lapins immunisés. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE XIII, 


A. Coupe de la partie antérieure de I’cil du lapin non immunisé, 8 heures 
aprés linfection (C. 1.). 
2. Coupe de la partie antérieure de l'oeil du Japin immunisé (C. 1.). 
3. Coupe de la partie antérieure de |’eil du lapin non immunisé, 
Pe 24 heures aprés ]’infection (C. 1.). : 
g 4. Coupe de la partie antérieure de |’wil du lapin immunisé (C. Il). 
Pour la description détaillée de ces coupes, voir l’Appendice (C. tut). 
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ACTION DE LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE 
SUR UN POISSON MARIN, L’HIPPOCAMPE 


Par MM. SABRAZES et COLOMBOT 


Pendant le cours des années 1893 et 1894, nous avons pu, 
grace a la bienveillante hospitalité gue nous a accordée a la Station 
zoologique d’Arcachon M. le professeur Jolyet, expérimenter 
sur les animaux marins l’action de la bactéridie charbonneuse. 

Les recherches de cet ordre exigent de grandes précautions. 
Nous nous sommes d’abord efforcés de placer nos animaux dans 
d’excellentes conditions de vie. Ils étaient isolés dans de vastes 
aquariums ow l’eau de mer se renouvelait sans cesse, et qui 
constituaient un habitat compatible avec des observations trés 
prolongées. 

Pour éviter les infections secondaires, qui auraient pu 
fausser nos résultats, nous avons vérifié, par examen direct et 
par la culture, la stérilité du sang et des divers orgames de l’hip- 
pocampe, choisi, de propos délibéré, comme sujet d’étude'. 
L’épiderme et le revétement intestinal de ce poisson osseux 
ont une épaisseur relativement considérable, et paraissent s’op- 
poser normalement a la pénétration des bactéries °. 

I] n’existe dans le sang de ce lophobranche qu’un trés petit 
nombre de globules blancs, représentés par des lymphocytes et 
par des leucocyles mononucléaires; on n’observe pas de leuco- 
cytes polynucléaires. Nous avons vainement cherché la rate avec 
Vaide de M. Phisalix. 

A premiére vue, il semblait donc en étre de lhippocampe 
comme de certains crustacés, chez lesquels « la faiblesse de 

We Le genre Hippocampe comprend deux espéces déterminées par Cuvier ; 
elles ne different que par des détails de morphologie extérieure peu importants. 


Nous avons indistinctement opéré sur ces deux espéces, qui se rencontrent & 
Arcachon. 
2. L’hippocampe n’est cependant pas absolument dépourvu de parasites : a 


la surface du foie et des reins il n’est pas rare de rencontrer des kystes, qui sont 
de nature psorospermique. 
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ia protection phagocytaire se trouve tres probablement en 
relation avec l’épaisseur des parois cuticulaires qui revétent non 
seulement toute la surface extérieure, mais aussi l’intestin' ». 

L’hippocampe est, de plus, un animal trés vivace, capable de 
s'accommoder de conditions extérieures précaires. I peut séjour- 
ner, pendant plusieurs jours, dans des récipients étroits et mal 
aérés, supporter pendant une semaine des températures de 30° 
& 32°. Il devenait intéressant de rechercher quels sont les 
moyens de défense qu’il met en ceuvre pour résister aux 
virus, 

Nous étions d’autant plus enclins & opérer sur ’hippocampe 
que ce poisson constitue, vis-a-vis des infections, un réactif 
des plus sensibles. Grace au jeu de ses chromatophores, il 
traduit en effet son état morbide par des phénomenes de 


dépigmentation tres yisibles, passagers ou permanents, sui-_ 


vant que l’action exercée sur lui, par les agents étrangers, 
est plus ou moins nocive. 

La bactéridie charbonneuse a été choisie de préférence aux 
autres microbes, parce qu'elle est facile & reconnaitre, a cultiver, 
el quelle convient admirablement pour l’appréciation des degrés 
de virulence. 

Nous avons adopté, comme porte d’entrée, le tissu cellu- 
laire de la queue et la cavité générale, plutét que les voies diges- 
tives, quisont difficilement accessibles. 

L’infection directe des aquariums ne nous a pas semblé 
devoir étre réalisée, en raison du pouvoir bactéricide de l’eau 
de mer. . 

Les plus grandes précautions d’asepsie étaient réguliérement 
prises. Nous opérions par piqure a l’aide d’une seringue a 
piston d’amiante stérilisée par la chaleur. Toutes les fois que 
nous pratiquions une inoculation, nous injections & des témoins, 
dans les mémes régions, des quantités égales d’eau stérilisée 
ou de bouillon de boeuf peptonisé, pur de tout germe. Un demi- 
cenlimétre cube des cultures, en bouillon, datant de deux jours, 
que nous avons utilisées, tuait un lapin du poids d’un kilo- 
gramme en 34 heures. 


1, Elie Metchnikoff, Lecons sur la pathologie comparée de l’Inflammation, 
4892; p. 103. 


698. ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR. 


iT fallait se préoccuper tout d’abord d établir Pose était 
Vinfluence des bouillons stériles, des différentes doses du virus 
utilisé, de la température sur Ja vésistance de lhippocampe. 

L’inoculation sous la peau d'un centimétre cube de bouillon 
de boeuf peptonisé n’ayant pas encore servi 4 la culture est 


inoffensive. Les bouillons charbonneux, débarrassés de tout © 
. germe par filtration ala bougie Chamberland, sont mortels, dans 


un délai de 24 heures, Ala dose d’un centimétre cube. 

Ces constatations préliminaires témoignent donc de la 
nocuité des virus plutét que des véhicules employed: 

Si nous envisageons maintenant, sans entrer dans le détail 
minutieux de chacune des expériences, l’ensemble de nos ino- 
culations successives, nous voyons s’affirmer ce fait intéressant 


d’une bactérie, virulente au premier chef pour un certain nombre 


d’animaux a sang chaud, qui exerce ses propriétés pathogénes 
5 1, q 5 


sur un poisson de mer, sans qu’on soit obligé d’élever artificiel-_ 


lement la température du milieu ambiant. Pendant la durée de 
nos recherches, le thermométre a oscillé entre 26° et 14° cent. 
-L’organisme des hippocampes, qui ont succombé a linocula- 


- tion le 12 et le 15 septembre, est infiltré de bactéridies au méme 


titre qu’une souris ou qu’un lapin charbonneux. 


La maladie évolue en huit jours lorsque la quantité de~ 
- bouillon inoculé ne dépasse pas un quart dec. c. l'injection étant 


faite dans le tissu cellulaire sous-cutané, en six jours quand 
la méme quanlité est introduite dans la cavité générale. La 
porte d’entrée du virus influe done sur la marche de l’infection. 

La quantité et la qualité des pepe inoculés ont aussi leur 


importance. 


Des spores, insérées & dose massive sous la peau de l’hip- 


pocampe, se développent sans retard et sont le point de départ 


d’une infection mortelle & breve échéance. 

En faisant pénétrer dans les tissus un demi-centimetre cube 
de bouillon virulent, on provoque, si on éléve artificiellement 

& 28° la température du milieu, une mort quasi foudroyante 
par intoxication. 

Tel est le résultat brut de nos expériences: il souleve des 
problémes d’une interprétation délicate, relatifs aux réactions 


réciproques de lorganisme de l’hippocampe d'une part, de la 
bactéridie charbonneuse d’autre part. 
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Si on sacrifie les animaux a intervalles réguliers, on yoit 
clairement que les microbes déposés dans le tissu cellulaire 
émigrent bient6t dans les divers organes. 30 heures aprés 


Vinoculation, on en trouve dans le foie, les branchies, les reins ; ; 


le sang du cceur présente des phagocytoses. Au bout de60 heures, 
on ne retrouve guére des bactéridies qu’au point d’inoculation; 
leur nombre est relativement peu élevé par rapport a la dose 
injectée ; il existe une infiltration leucocytique manifeste. 

Les bactéridies libres sont tout a fait normales. Leur nombre 
diminuant d’une fagon progressive, il semblerait a priori qu’elles 
dussent finir par disparaitre, apres s’étre comportées comme des 


hétes absolument inoffensifs pour les animaux en expérience. — 


Mais qu’on les reprenne par la culture: on s’apercoit que 
leur passage dans les humeurs de l’hippocampe, loin de les 
avoir atténuées, les a renforcées, puisqu’un lapin du poids de 
1,150 grammes succombe, toutes choses égales, trente heures 
apres leur inoculation. 

Ce virus, partiellement détruit, est donc encore représenté 
par des bactéridies dépositaires de sa virulence, capables de 
se multiplier, d’engendrer uitérieurement des générations nou- 
yelles que des sélections successives rendent plus vivaces. Bien 
plus, l'expérience prolongée démontre que ces hactéridies, au 
lieu de disparailre, s’accroissent et se segmentent avec une telle 


intensité gu’elles envahissent finalement tout le territoire vascu-_ 


laire de ’hippocampe. Les coupes des divers organes sont trés 
démonstratives 4 cet égard. 


Quels sont les moyens mis en ceuyre par|’animal pour lutter © 


avec avantage contre les premieres atteinles de l’infection? 

Des le début, une heure apres l’injection, il est facile de 
voir des phénoménes de phagocytose dans la région inoculée; 
au bout de deux heures, leur nombre a_ considérablement 
augmenté; les bactéries incluses sont légerement tuméfiées et 


ne se colorent pas uniformément. A la fin du premier jour, la 
présence dans le sang de leucocytes qui charrient des bacté-. 


ridies, et constituent pour elles des agents actifs de dissémina- 
tion, plaide en fayeur d’une lutte d’ordre cellulaire; sous la peau 
on surprend aussi des phagocytoses remarquables. 

Les humeurs de l’hippocampe ne nous ont pas paru étre 
défavorables in vivo au développement du bacillus anthracis, puis- 
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que des spores inoculées le 18 septembre ont produit, dans un 
bref délai, des filaments. L’aspect normal de la majorité des 
éléments bactéridiens qui infiltrent les branchies, le foie, les 


reins, etc., au sixiéme et au neuvieme jour, vient a l’appui de 


cette assertion. 
In vitro, les bactéridies ensemencées dans le sang du coeur et 
placées sur la platine d’un microscope recouvert d’une cloche 


opaque s’accroissent et se divisent; les solutions de vésuvine ne 
les colorent pas en brun foncé. A la vingtieme heure, les bacté- 


ridies libres mélangées au sang du cceur de l’hippocampe n’ont 
subi aucune altération appréciable ; transportées dans du bouil- 
lon, elles proliférent abondamment. 

On constate un renforcement de la virulence, non seulement 
apres un séjour de 24 4 48 heures du bacillus anthracis dans les 
lissus de Ihippocampe, mais encore au bout d’une semaine, alors 


que les foyers de multiplication du microbe inoculé encombrent 


tous les vaisseaux. Nous admettrions la réalité d’un processus 
de destruction sur place des bacilles charbonneux, sans l’inter- 


vention des phagocytes, si l’on trouvait, en dehors des cellules, 
_tous les microbes en voie de dégénérescence. 


On pourrait essayer alors, d’apres cette hypothése, d’inter- 
préter par la survie de quelques germes particulitrement 
résistants, acclimatés 4 la longue au terrain qui leur était primi- 
tivement défavorable, la dissémination et la multiplication ultime 
du parasite dans les organes. 

Un examen minutieux enléve tout crédit & cette interprétation. 

Dans les préparations fournies a intervalles plus ou moins 
espacés, eta partir du début de l'infection, par la sérosité des 
régions inoculées, un bon nombre de bactéridies libres contras- 
tent par la régularité de leurs contours, la longueur de leurs 
segments, leur avidité pour les couleurs d’aniline, Vhomogénéité 
de leur coloration, avec les bactéridies englobées qui sont a des 
stades divers de digestion intracellulaire. Surles coupes du foie, 
des branchies, des reins, des parois intestinales, etc., ce contraste 
apparait plus éclatant encore. 

Quelques faits sembleraient, de prime abord, militer en fayeur 
d'une influence modificatrice prépondérante exercée par les 
humeurs sur la bactéridie charbonneuse, sion se contentait d’une 
observation superficielle et incomplete. Dans le sang du coeur de 


, 
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Vhippocampe inoculé le 6 septembre, et mort spontanément 
le 15, on rencontre des éléments polyarticulaires, disposés en 
streptobacilles, voire en streptococci; ils sont mal colorés, 
inégalement tuméfiés. Leur longueur extréme, qui peut dépasser 
50», cadre assez mal. semble-t-il, avec ’hypothése d’un englo- 
bement phagocytaire récent. Ces formes involutives seraient- 
elles dues a!’action néfaste du plasma sanguin? 

La réponse n’est pas aisée. Considérons cependant qu il 
existe des éléments tout a fait normaux, en dehors des cellules, 
a célé des chaines de bactéridies frappées de déchéance, qu’on 
trouve en outre des détritus cellulaires plus ou moins cohérents 
en méme temps que des leucocytes volumineux, en voie de 
désintégration, contenant dans leur intérieur des chapelets de 
segments nucrobiens manifestement altérés. Parmi ces phagocytes, 
il en est qui, succombant dans la lutte, s’accumulent dans le 
sang et sy débarrassent de leurs parasites. Ceux-ci, profon- 
dément modifiés dans leurs propriétés morphologiques, sont 
encore capables de se multiplier et de donner naissance aux 
formes bactériennes sus-décrites. A cette période terminale de 
Vinfection, des amas fasciculés de bactéridies normales occupent, 
dans Je foie, les vaisseaux intertrabéculaires et le systeme porte 
eirconscrit par des bourgeons pancréatiques; dans les reins, les 
espaces intertubulaires dans les branchies, tout le réseau vascu- 
laire qui est remarquablement injecté. Ces préparations se 


-différencient de celles que l'on obtient avec le sang du cceur 


ou sont, pour ainsi dire, collectes, apres la mort, les déchets de 
la phagocytose. 

L’étude de la sérosité péritonéale de V’hippocampe inoculé 
le 6, mort le 12, souléve des problemes du méme ordre; 1a 
encore se pose la question de savoir si les formes d’involution 
qne l'on observe immédiatement aprés la mort sont dues a l’in- 
fluence directe de ]’exsudat séreux, ou sont la conséquence 
d'un acte cellulaire. Les bactéridies libres sont, pour la plupart, 
a divers stades de dégénérescence; quelques-unes ont excep- 
tionnellement ure longueur de 50 a 60». Leur groupement en 
amas arrondis owovalaires, leur tassement incite & supposer qu’elles 
ont eu primitivement un substratum cellulaire commun. On est 
d’autant plus enclina ne pas abandonner cetle explication, qu’on 
retrouye toutes les phases intermédiaires entre ces aggloméra- 
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tions microbiennes et des phagocytoses multiples dou elles déri- 
vent. Ces phagocytes sont des éléments cellulaires dont le noyau 
est tant6t tres apparent, tantot invisible, et dont le protoplasme 
“plus ou moins vacuolaire englobe de nombreux troncons bactéri- 
diens juxtaposés ou entrecroisés. Méme en ces points ou la vitalité : 
du virus semblerait compromise, si ]’on se bornait 4 un examen & 
superficiel, on voit des bacilles charbonneux d’aspect normal, et q 
l'ensemencement démentre que, sur les milieux usuels, le 
microbe colonise activement. 

La dissémination précoce des bactéridies, disettatiles d’une ; 
hyperleucocytose a la période d’état de l'infection et d’un paral-_ . 
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lélisme entre l’abondance des phénomenes phagocytaires et le 
nombre des formes bactériennes involutives, la constatation de 
tous les termes de passage entre les foyers parasitaires groupés  . | 
étroitement en corps arrondis et inclusion de foyers analogues 
dans l'intimité de .cellules susceptibles de succomber & leur tour 
et de permettre aux parasites inclus de se libérer, constituent de 
sérieux arguments en faveur du réle que joue la phagocytose dans 
linfection expérimentale de l'hippocampe par le bacillus anthracis. ‘ 
_ Par contre, les cultures positives in vitro dans le sang du 
ceeur, Vintégrité de la bactéridie mise au contact du sérum, la ; 
présence, au point d'inoculation, siége d’un empatement cedéma- 
teux, dans Je sang et surtout dans Bs visceres, de segments bac- 
téridiens normaux, longs de3a5 yu, coupés court aux extrémiltés, 
bien calibrés, se colorant uniformément et d’une fagon intense, ' 
entin la multiplication ultime, dans tous les organes, de bacté- 
ridies normales dune virulence extréme, nous meltent dans. : 
lobligation de considérer comme douteuses les propriétés bacté- { 
ales des humeurs chez |’ hippocampe. a 
Le phagocytisme a pour acteurs des leucocytes dont les 
diametres mesurent, a l'état physiologique, 12usur410u.Leur 
noyau (6 p. sur 3 uv), est unique, ovalaire, compact, d’aspect gra- 1 
nuleux; il se colore vivement par le bleu de méthyléene, tandis a 
que le protoplasme reste incolore ou ne prend qu'une légere a 
teinte bleutée. Ges éléments se retrouvent partout ot l’on reléve . 
des phénombnes de phagocytose. On les reconnait généralement 
a travers leurs modifications morphologiques : ils peuyent en — 
effet se vacuoliser, s’hypertrophier, s’effiler, perdre leur noyau, =~ 
se ia ae: rer. ¢ 


; 
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Dans le foie, les cellules endothéliales collaborent puissam- 
ment a la phagocytose, se transforment en cellules étoilées de 
Kupffer et en macrophages de grandes dimensions qui empri- 
sonnent des globules rouges, du pigment hématique, des leuco- 


cytes, des bactéries dégénérées 4 segments courts, inégaux, et 


teinte variable, agglomérés sans edie 
La mise en jeu de ces moyens de défense coincide avec une 
dilatation tres accusée des vaisseaux, et s’exerce 4 la température 
ambiante de 14° a 26°, a la température artificielle de 28°. 
Immédiatement apres l’inoculation, les té¢guments de l’hippo- 


campe subissent une dépigmentation progressive. En examinant — 


la peau par délamination ou sur des coupes histologiques, on 
yoit que ce phénomeéne est du a la rétraction des chromato- 
phores qui se condensent isolément en boules plus ou moins 
espacées, au lieu de former, comme 4 |’état normal, un enche- 
yétrement compact; une bordure continue d’un noir intense. 

Dans les viscéres, on note de Ja dégénérescence yacuolaire 
des cellules hépatiques et de la tuméfaction trouble des. épithé- 
liums rénaux. : 

L’englobement des bactéridies s’observe surtout au point 
d@inoculation, pendant toute la durée de la maladie.-On en voit 
des exemples dans les vaisseaux du foie el aussi dans le sang 
du ceeur; ils sont plus rares dans les reins et dans les branchies. 

Tels sont les fails principaux afférents au mode de réaction 
de l’hippocampe vis-a-vis du charbon. 


Quant au parasite, nous avons indigué les modifications — 


morphologiques qui peuvent lui étre imprimées; ces modifica- 
tions sont éphémeéres; elles ne se reproduisent pas in vitro, ou 
le microbe fait retour au type normal et, loin d’étre atténué, 
a augmenté de virulence. . i 

Nos bouillons charbonneux primitifs tuaient, 2 jours aprés 
Yensemencement, un lapin du poids d’un kilogramme en 
34 heures, a la dose d’un demi-centimétre cube injecté sous la 
peau. 

Apres passage dans l’organisme de l’hippocampe, la dose de 
la culture pure élant abaissée 4 un quart dec.c., un lapin du 
poids d’un kilogramme succombait en 26 heures; la semence 
proyenait de l’hippocampe inoculé le 6 a la racine de la queue et 
mort spontanément le 15 septembre. A méme dose, une culture 
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retirée d’un hippocampe chauffé tuait un lapin d’un kilogramme 
en 20 heures. 3. 

Un lapin pesant 1,150 gramines succombait en 30 heures 
ad linoculation d’une culture prélevée sur gélose provenant 
de ’hippocampe inoculé le 6 a la racine de la queue, sacrifié le 
7 septembre. 

Des cultures, fournies par un hippocampe inoculé avec 
des spores charbonneuses, résultant les unes de l’ensemencement 
de la sérosité péritonéale, les autres du sang cardiaque, ont tué, 
les premiéres un Japin de 1,160 grammes en 24 heures et deux 
rats noirs de 75 et 80 grammes en 24 heures, les secondes deux 
rats noirs de 75 et 80 grammes en 20 heures et en 22 heures. 

Ces expériences, toutes concordantes, montrent que la viru- 
lence de la bactéridie-ne s’atténue pas, mais plutét s’exagére 
apres passage a travers l’organisme de l’hippocampe. A ce point 
de vue spécial, ce poisson marin se comporte done comme un 
animal relativement réfractaire chez lequel Vinfection expéri- 
mentale évolue lentement par suite d’une lutte énergique, qui 
releve essentiellement de la phagocytose entre lorganisme 
envahi et le parasite envahisseur. ; 

La température de l'eau de mer, relativement basse, méme 
pendant la saison estivale, contribue aussi, dans une certaine 
mesure, a ralentir la marche du processus infectieux eta retarder 
Vissue fatale. Mais ces moyens de défense devieunent impuissants 
et sont loin de suffire & immuniser l’animal. 

Bientét, l’'agent microbien renforcé dans sa virulence se 
multiplie, envahit les organes, s’y développe en colonies com- 


pactes qui obstruent les vaisseaux. L’hippocampe ne tarde pas 


alors & succomber. 
En élevant la dose des virus inoculés on provoque une 
intoxication suraigué plutét qu'une infection. 


SOMMAIRE DES PRINCIPALES EXPERIENCES 


— Deux hippocampes sont inoculés & la racine de la queue, le 6 sep- 
tembre 1893, avec un quart de centimétre cube d’une culture datant de deux 


jours dans du bouillon peptonisé. L’un d’eux a été sacrifié le 7, l'autre le. 


8 septembre. La température de l'eau variail de 22° 4 26° cent. 
—Alaméme date, deux hippocampes sont inoculés avec la méme 

culture et la méme dose, l'un a la racine de la queue, l’autre dans la 

cavité générale; le 10, ils sont affaissés, occupent le fond des aquariums. 
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Ils meurent spontanément, le premier le {5 septembre, le deuxiéme le 
12 septembre. A l’autopsie, on note un empatement cedémateux aux points tie 
inoculés, une congestion marquée des reins et du foie. Le sang du cceur, : 
aspiré dans des pipettes, est brunatre et poisseux. La température diurne 
des aquariums osciliait, de janvier 4 septembre, entre 21° et 23°; elle subissait, 
pendant la nuit, des abaissements de 3° a 8° cent, . i 
— Le 48 septembre, un hippocampe recoit, & la racine de la queue, un meds 
demi-centimétre cube d’eau douce stérilisée dans laquelle on dilue une 


anse de culture sporulée sur gélose. L’animal meurt dans la nuit du 20 au fe 
24 septembre. La température diurne variait de 24° a 18°. ao 
— Un hippocampe est inoculé, le 20 septembre au matin, avec un demi- ss 4 
centimétre cube d'une culture datant de deux jours dans du bouillon de a 
beeuf peptonisé. Placé, deux heures aprés, dans un large récipientd’eau de aoe 
mer, bien aéré, contenu dans une étuve a 28°, l’animal est mort, comple- Be 
tement dépigmenté, le 21 au matin. : Ae 


— Le 23 aovt 1894, deux hippocampes recoivent dans la cavité générale een 
un quart de centimétre cube d’un bouillon de culture récent; ils sont 
sacrifiés, l'un aprés Yautre, une heure et deux heures aprés linjection, = 
L’exsudat louche de la région inoculée — examiné en goutte pendante dans 
une solution aqueuse de bleu de méthyléne, ou encore sur des lamelles des- : i 
séchées a l’air libre, colorées au bleu, et montées avec précaution dans une ee 
goutte d’eav — montre un grand nombre de phénoménes de phagocytose. 


TECHNIQUE ‘i 


Les organes étaient étudiés : ‘ ees 
4° Sur des frottis ; Bie 
2° Sur des coupes, aprés fixation par le sublimé, imprégnation au See 
picro-carmin, inclusion dans la paraffine, coloration par les méthodes de j 
Gram, Weigert ou simplement par le bleu de méthyléne. je 
Nous ensemencions sur gélose et dans du bouillon, en observant avec ee i 
d’autant plus de rigueur les précautions d’asepsie que la pratique nous hee 
avait appris la fréquence des infections accidentelles lorsqu’on opére sur les 
poissons. or 
Les cultures récentes étaient ensuite, aprés constatation de leur pureté, ates 
inoculées 4 des lapins et 4 des rats noirs (mus ratty) qui fournissaient a ; i 
leur tour de nouvelles récoltes dont on vérifiait la pureté. Bas. 


- trouvera en possession de faits qui permettront de jeter sur le probléme 


-Porganisme, y subissaient une influence plus ou moins nuisible des 
-humeurs naturelles, telles que le plasma sanguin, le liquide des 


LETAT ACTUEL DE LA QUESTION DE LIMMUNITE 
7 (Rapport au Congrés International de Budapest.) 4 


Par Ev. METCHNIKOFF. 


7 


Le lien organique qui réunit ces Congrés internationaux m’oblige 
A prendre la parole sur la question de l’immunité, qui a été un des 
principaux thémes de la discussion au dernier Congrés de Londres. 

A Ja fin du débat, M. Buchner, qui soutenait la théorie humorale 
de Vimmunité, a exprimé l’espérance « que le prochain congrés nous 


débattu une lumiére beaucoup plus vive. » (Miinch. med. Woch. 
1891, p. 671). La question a été étudiée depuis avec beaucoup de zéle 
et par un grand nombre de savants distingués. Sous ce rapport l’es- 
pérance de M. Buchner n’a pas été dégue. Résumons donc, aussi 
briévement que possible, les principaux progrés réalisés pendant ces 
trois derniéres années. 

- Commengons par la théorie humorale de Vimmunité et par sa 
modification, justement soutenue par M. Buchner lui-méme, et connue | 
sous le nom dela théorie du powvoir bactéricide des humeurs. 

On se figurait d’aprés cette théorie que les microbes, entrés dans 


exsudats, ’Phumeur aqueuse etc. Si ces humeurs détruisaient les 
microbes, l’organisme restait indemne et les cadavres des microbes 
tués étaient simplement balayés et emportés par les leucocytes. Si au 
contraire les humeurs étaient incapables de détruire les microbes, 
ceux-ci se développaient librement dans l’organisme, dépourvu de. 
toute immunité. 

Ni avant le Congrés de Londres, ni dans ces trois derniéres années, 
on n’a jamais pu fournir un seul exemple concret de cette action 
humorale dans l’organisme animal. Mais un grand nombre de faits 
recueillis s’opposait & admission de la théorie bactéricide. Je ne 
citerai que l’exemple fourni par M. Stern de l’action bactéricide du 
‘sang humain vis-a-vis du bacille de la fitvre typhoide. Assez marquée 
dans le sang des personnes normales, cette action diminue notable- 
ment chez les individus guéris. Elle est donc, dans ce cas, diamétrale-. 
ment opposée  l'immunité. ee 
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Probablement sous linfluence de tous ces faits, M. Buchner s’es¢ 
cru obligé de modifier sa théorie. Dans ses derniéres publications 


(Miinch. med. Woch, 1894.) il formule la conception suivante. La 


propriété bactéricide du sang est due surtout aux leucocytes qui 
dégagent des alexines, capables de détruire les microbes. Lorsque, 
dans un processus infectieux, il s’établit une inflammation avec une 
accumulation considérable de leucocytes, ces cellules interviennent 
non pas seulement pour englober les microbes morts, mais bien pour 
dégager d’abord le fluide microbicide. Comme cette accumula- 
tion des cellules mobiles se fait grace a leur sensibilité, on voit bien 
que la nouvelle conception de M. Buchner n’est plus une théorie pure- 
ment humorale. L’immunité n’est pas due a une action bactéricide des 
liquides, action purement passive, mais bien 4 une intervention active 
des leucocytes. qui arrivent sur le champ de bataille pour dégager leurs 


alexines. La théorie de M. Buchner est donc devenue une théorie 


cellulaire, faite pour concilier les anciennes théories de l’immunité. 

* Dans cet éclectisme, M. Buchnera été précédé par d’autres savants. 
Trois auteurs anglais, MM. Hankin, Kanthack et Hasdy, ont déja for- 
mulé une opinion qui devait réconcilier les théories opposées de l’im- 
munité. Ils ont admis que les alexines bactéricides étaient un produit 
de sécrétion des leucocytes éosinophiles. Les granulations éosinophiles 
dégagées par les cellules, d’aprés cette conception, tuent les microbes 
qui sont ensuite englobés et dissous par les leucocytes non éosinophiles. 
Cette théorie est définivement réfutée par M. Mesnil, qui, dans un tra- 
vail inédit exécuté dans mon laboratoire, a prouvé que chez certains 
poissons osseux el notamment chez la perche il n’existe pas’ du tout 
de granulations éosinophiles ni pseudo éosinophiles, et que malgré cela 
la destruction des microbes s’opére tout aussi bien par les phagocytes 


que chez les animaux doués de la plus grande quantité d’éléments — 


éosinophiles. 

Parmi les savants qui ont devancé M. Buchner dans la voie de la 
conciliation, je dois encore citer M. Denys et ses collaborateurs, qui 
ont taché de démontrer le réle des leucocytes dans la manifestation 
bactéricide du sang. 

Voili donc toute une série de tentatives qui démontrent l’impossi- 
bilité de persister dans la voie dela conception purement humorale de 
limmunité. 

Certains savants, qui voyaient bien que les microbes n’étaient pas 
détruits par les humeurs des animaux réfractaires, admettaient que 
les liquides de l’organisme suffisaient seulement a atténuer les bac- 
téries. Ainsi naquit la théorie de la propriété atténuante des humeurs 
Lorsqu’un partisan de cette théorie, M. Sanarelli, vint dans mon 
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laboratoire pour faire des recherches sur l'immunité, je le priai de 
s’occuper de Patténuation par les humeurs, en choisissant le vibrion 
de Gamaleia (V. Metchnikowi), pour lequel certains faits semblaient 
indiquer l’existence de cette propriété. Les recherches de M. Sanarelli, 
publiées en 1893, ont démontré que cette atténuation n’existe pas en 
réalité, et que les phénoménes qui en avaient fait naitre lidée, 
s'expliquent par Vintervention d’un pouvoir préventif du sérum des 
animaux vaccinés. Toute une série de recherches de mon laboratoire 
ont prouvé le méme fait pour le microbe de la pneumo-enterite des 
pores, pour le pneumo-coque (Issaeff) et pour le vibrion cholérique. 

A Pépoque du Congrés de Londres, la découverte de M. Behring de 
la propriété antitoxique du sérum des animaux vaccines contre le téta- 
nos et la diphtérie était déja connue, et acceptée unanimement comme 
une des plus grandes découvertes de ces derniers temps. Mais son 
application a la théorie de l'immunité était 4 peine commencée. Bientot 
aprés le Congrés, parut le travail de MM. Klemperer qui tentérent de 
donner une théorie de l’immunité de la pneumonie fibrineuse, basée 
sur la découverte des antitoxines. M. J. Klemperer devint un des plus 
ardents défenseurs de cette théorie du pouvoir antitoxique, qu'il appli- 
qua aussi au choléra humain. 

Je n’ai pas besoin d'insister longtemps sur Vimpossibilité de sou- 
tenir cette théorie du role des antitoxines dans l’immunilé. Comme 
Pavait déja bien prévu M. Roux, dans son discours sur l’immunité au 
Gongrés de Londres, la belle découverte de M. Behring ne pouvait 
nullement servir comme base d’une théorie générale de Vimmunité. 
Des faits trés nombreux, constatés depuis, ont pleinement confirmé 


cette opinion. Dans toute une série de maladies qui ont été étudiées sous © 


ce rapport, l'étiologie n’a pu étre nullement conciliée avec la théorie anti- 
toxique. Il ad’abord été prouvé, pour ’immunité des lapins vis-a-vis du 
microbe de la pneumo-entérite des pores, que ce phénoméne ne tient pas 
dutout a une propriété antitoxique quelconque. BientOt aprés M. Sana- 
relli fit la méme constatation pour le vibrion de Gamaleia, si voisin du 
vibrion cholérique. M. Issaeff a pu constater que méme l’immunité 
acquise des lapins contre le pneumocoque, cette base fondamentale de 
la théorie des fréres Klemperer, ne peut pas étre attribuée a une 
influence antitoxique des humeurs. 

Cette série de recherches, faites dans mon laboratoire, a été com- 
plétée par un travail important de MM. R. Pfeiffer et Wassermann, 


" prouvant que Vimmunité de l'homme contre le choléra et celle des 


cobayes contre la péritonite cholérique ne reposent nullement sur 
une propriété antitoxique du sang. Et ceci malgré le caractére émi- 
nemment toxique de ces maladies. : 
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Mais méme pour le tétanos et la diphtérie, ces deux infections qui 
ont servi de premiére base a la théorie antitoxique, celle-ci n’a pu 
suffire & expliquer ?immunité. Plus on a approfondi l’étude de ce phé- 
noméne, plus on a trouvé de faits inconciliables avec la théorie anti- 
toxique. Je dois surtout mentionner ici une longue série de recherches 
de MM. Roux et Vaillard, qui ont constaté 4 maintes reprises que chez 
les animaux et 'homme, qui sont loin d’étre réfractaires au tétanos, 
les humeurs peuvent acquérir un fort degré de propriété antitoxique. 

L’auteur de la découverte de cette propriété, M. Behring lui-méme, 
a été amené, a la suite de recherches minutieuses, 4 conclure que 
Yimmunité dans le tétanos résidé dans les propriétés cellulaires de 
Vorganisme. M. Behring distingue la vraie immunité acquise ou « ’im- 
munité active », d’aprés la terminologie de M. Ehrlich. de l’immunité 
passagére ou « passive >. 

La premiére forme de ’immunité, la plus constante, est attribuée 
maintenant par M. Behring a une fonction cellulaire. Il n'y a que 
Vimmunité passive, communiquée par l’injection des humeurs d’un 
animal vacciné 4 un animal neuf, que M. Behring considére comme 
purement humorale. D’aprés sa conception, il s’agit ici simplement 
dun transport d’une partie de ’immunité acquise 4 un animal normal 
par Pintermédiaire du liquide sanguin. 

Cette immunité passive, c’est-a dire la ABS des infections 4 
l'aide des humeurs, a été confirmée pour un grand nombre de maladies. 
{la dabord été constaté que cette propriété préventive du sang peut 
exister souvent tout a fait en dehors d’un pouvoir antitoxique quel- 
conque. 

L’étude des phénoménes qui se passent dans ce processus de pré- 
vention adémontré qu’ils’agit ici d’une action stimulante des humeurs 
des animaux vaccinés sur |’organisme traité, et notamment sur ses 
éléments cellulaires. Il a été prouvé que, sous Vinfluence du sang 
vacciné il se produit une forte leucocytose, et en général une forte 
réaction cellulaire. Cette idée d'une action stimulante des humeurs 
vaccinées a été confirmée par plusieurs séries de recherches, dont 
quelques-unes proviennent de l’école de M. Koch. Ainsi MV. R. Pfeiffer 

et Wassermann la soutiennent pour la péritonite cholérique des 
cobayes. MM. C. Friinkel et Sobernheim l’appliquent 4 la méme 
maladie. Dans cet ordre de travaux, je dois surtout mentionner celui 
de M. Issaeff,(faii \ l'Institut de M. Koch a Berlin) qui a constaté que, 
pour empécher la péritonite cholérique des cobayes, il suffit de Jeur 
injecter préalablement des liquides qui stimulent les leucocytes. Parmi 
ces substances se trouve le bouillon nutritif ordinaire, liquide qui est 
un excellent milieu de culture pour le vibrion cholérique. 
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On voit bien, d’aprés tout ce qui vient d’ étre rapporté, que les parti- 
sans des théories humorales ont di en général abandonner leur point 
de vue primitif et se rapprocher plus « ou moins de la conception cel- 
Julaire de l’im munité. a 

A la fin d’une revue trés circonstanciée, pleine de modération et : 
d’impartialité, M. Stern résume de la fagon suivante Vétat actuel de la — 
question : « La conception humorale exclusive de limmunité, — au 
moins dans la grande majorité des cas — est insuffisante. C’est préci- ‘ . 
sément Vetude exacte de l’action du sang et des humeurs, privés de . 
cellules, qui nous porte & admettre que l’immunité repose le plus sou- is 
vent sur un changement des cellules mémes ou de leurs fonctions. » ie 

(Centr. f. allgs Pathol. 1894, p. 263:) 
veh _ Voici done le principal progrés accompli depuis le Congrés de vi 

Londres dans |’étude de l'immunité. Sur le terrain cellulaire, le seul 
qui reste, la divergence des-opinions est déja plus facile a apaiser. 
 Limmunité se réduit dla sensibilité et a Vactivité des éléments cellulaires 
de Vorganisme. Mais il faut se demander quelles catégories de cellules 
- jouent ici le premier réle et quelles sont les manifestations cellulaires 
~ *. dans Pimmunité?. 
Bey Nous avons vu que méme M. Buchner accepte maintenant un role 
important des leucocytes dans l’immunité. Un autre représentant de 
2 _ Yécole de Munich, plus intransigeant encore, M. Emmerich, parledans 4 
sa derniére publication (Miinch. med. Woch. 1894, p. 622) des leu- 
-.- coeytes, comme centres de la substance albuminoide active qui 
 provoque la guérison. Seulement, dans ces conceptions, l’englobement 
i et la destruction intra-cellulaire des microbes ne jouent aucun role. a 
Crest la théorie des phagocytes qui attribue une grande importance a 
ces fonctions cellulaires. Eh bien, peut-on considérer cette théorie 
comme répondant a l’ensemble des faits si nombreux, accumulés pen- 
dant ces trois derniéres années ? 

Fondée il y a onze ans, c’est-’-dire bien avant les théories humo- 
rales que nous avons analysées, la théorie des phagocytes a rencontré 
ie un grand nombre d’objections et a résisté a toute une série de tem- 
__-~pétes, provoquées par la découverte des vaccinations chimiques, de | 
la propriété bactéricide et du pouvoir antitoxique des humeurs. Tous rea 
a r ces faits et un grand nombre d’autres, paraissaient d’abord fournir 2 
des difficultés insurmontables, et cependant la théorie des phagocytes, 
» examinée de plus prés, a pu étre facilement conciliée avec eux. 

‘an Tandis que étude dela propriété bactéricide des humeurs se faisait 
ye surtout en dehors de l’organisme, la fonction phagocytaire des cellules 
bis était de préférence étudiée dans I’ organisme méme. De cette fagon il a. 


ray 


ae e oté établi que l'englobement des microbes par les phagocytes se fait. 
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avec une rapidité qu’on ne pouvait jamais prévoir. M. Werigo a 
constaté qu’un assez grand nombre de bactéridies injectées dans le 
sang des lapins, est englobé par les cellules immédiatement aprés 
Yinjection, et que la majorité de ces microbes se trouve dans les pha- 
goeytes au bout de peu de minutes. M. Borrel a confirmé ce fait pour 
le bacille de la tuberculose, dont un grand nombre est englobé-par les 
leucocytes quelques minutes aprés l’inoculation intravasculaire. Ces 
données démontrent que les microbes, entrés dans l’organisme, sont, 
avec une vitesse extraordinaire, saisis par les cellules et soustraits a 
Paction directe des humeurs, ce qui corrobore l’opinion du réle émi- 


- nent des phagocytes. ARE 
Cette derniére conclusion est encore confirmée par la généralité — 


des phénoménes phagocytaires dans l’immunité. Autrefois on pouvait 
supposer que la réaction phagocytaire était une régle soumise a des 


“exceptions plus ou moins nombreuses, ce qui ne paraissait du tout 


étonnant, vu la complexité des phénoménes biologiques. Mais plus on 


a étudié cette question, plus on adi se convaincre de la généralitéde 


la phagocytose. Méme dans les maladies les plus toxiques, comme le 
tétanos et la diphtérie, la réaction phagocytaire joue un trés grand 
role. Ce fait a été rigoureusement établi par M. Vaillard et ses colfa- 
borateurs pour le tétanos. Pour ce qui concerne la diphtérie, M. Lu- 
barsch ‘ insistait sur la contradiction de la phagocytose avec l'immu- 
nité. Mais un travail que M. Gabritchewsky vient de faire dans mon 
laboratoire?, prouve que l’immunité des lapins contre la diphtérie se 
trouve en parfait accord avec la théorie des phagocytes. Une autre 
exception, sur laquelle insiste M. Lubarsch, n’existe non plus en réalité. 
M. Lubarsch affirme que le bacille de la septicémie des souris, si 


abondant dans les leucocytes de ces animaux, des plus sensibles, n'est 


presque jamais englobé par Jes phagocytes de la grenouille, animal 
réfractaire. Or, M. Mesnil, dans un travail qui va paraitre prochaine- 
ment, a démontré, d’une fagon trés exacte, la grande extension de la 
phagocytose dans ce méme exemple. . 

Dans un travail du laboratoire de M. Straus, deux de ses éléves ont 
affirmé que le développement du tubercule expérimental se fait en 
dépit des postulats de la théorie des phagocytes. 

_M. Borrel, dans deux mémoires sur le tubercule des poumons et 
des reins, a répondu a cette objection, et a complétement démontré 
Papplication de la théorie des phagocytes 4 latuberculose expérimen- 
tale. | | 

On pouvait plus facilement supposer l’absence de la réaction pha- 


1, Ueb. Immunitat. Schutzimpfung, 1892, p. 18. 
2, Voir dans le numéro des Annales, p. 673. 
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gocytaire, dans les cas ot des microbes, pathogénes pour les animaux 
LAeeaI e > o - r 

supérieurs, entrent en rapport avec, l’organisme des invertébrés. 

Quoi de plus simple, en effet, que d’accepter que les humeurs des 


mollusques ou des arthropodes soient completement incapables de 


conserver A l'état vivant, la bactéridie charbonneuse, ce parasite 
exclusif des vertébrés 4 sang chaud. Ne connait-on pas des mollusques 
capables de sécréter de l’acide sulfurique trés fort? Eh bien, M. Kar- 
linsky a constaté que la bactéridie, injectée dans le corps des escar- 
gots, y disparaissait au bout d’un temps trés court, et que l’ensemen- 
cement du point d’inoculation et du sang, ne donnait aucune culture. 
Ce fait avait été cité comme objection contre la théorie des phagocytes. 
M. Lubarsch en joignit un autre, concernant les crustacés. Chez ces 
animaux, l’injection des bactéridies dans la circulation, est suivie de 
leur disparition compléte au bout d’une période extrémement courte. 
M. Kowalevsky ‘, le célébre zoologiste, a répondu récemment a ces 
objections. Les faits, signalés par MM. Karlinsky et Lubarsch sont 
exacts, mais leur interprétation ne l’est pas. En réalité, la disparition 


- des bactéridies de la circulation n’est nullement due a la destruction 


de ces microbes, mais uniquement a leur englobement par des phago- 
cytes, accumulés dans certains organes qu’on peut comparer aux 
ganglions lymphatiques et a la rate des vertébrés. Chez les escargots, 
les bactéridies englobées se conservent a l’état vivant et virulent 
pendant 48 heures, et chez les écrevisses méme pendant 4 jours. 

J’ai tenu a rapporter ces résultats dans mon apercu, car les phéno- 
ménes phagocytaires chez les animaux inférieurs constituent la base 
fondamentale de toute la théorie. Des recherches nombreuses de 
plusieurs zoologistes distingués l’ont définitivement consolidée. 

L’extension générale de la phagocytose a done été établie par des 
recherches sur des animaux trés différents et vis-d-vis des microbes 
des plus variés. Les bactéries, découvertes dans ces derniers temps, 
ont été également signalées comme se conformant a la régle. Le cocco- 
bacille de la peste orientale, qui vient d’étre découvert, se trouve, dans 
les cas les moins graves, en grande quantité dans l’intérieur des pha- 
gocytes, comme en témoigne M. E. Roux. Le petit bacille de influenza, 
découvert par M. R. Pfeiffer, présente des rapports constants et trés 
intéressants avec les leucocytes. Au début de la maladie la plupart de 
ces microbes sont libres, mais au fur et & mesure de la convalescence, 
leur englobement par les leucocytes devient de plus en plus considé- 
rable. Malheureusement M. Pfeiffer, qui depuis longtemps est un 
partisan trés zélé des théories humorales, n’a pas fait d’expériences 
directes sur I’état dans lequel se trouvent les bacilles englobés. 


4, Mélanges biologiques de VAcad. de Saint-Pétersbourg, 1894, t. XU, p. 437. 
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Ce n’est que par analogie avec d’autres cas et en raison de la colora- 
bilité normale de ces microbes, qu’on peut supposer qu’ils ont été 
englobés par les phagocytes a l'état vivant. 

Pendant ces deux derniéres années, ot l’attention ie bactério- 
logistes a été attirée surtout vers le choléra, on s’est beaucoup occupé 
des phénoménes phagocytaires dans la péritonite des animaux, 
provoquée par le vibrion de Koch. Dans Je premier travail, ot cette ~ 
maladie a été bien établie, M. R. Pfeiffer s’est posé sur le terrain 
exclusif de la théorie bactéricide des humeurs. Il pensait que les 
vibrions, pour manifester leur action toxique, étaient préalablement 
détruits par la force bactéricide du liquide de l’exsudat. I niait 
alors complétement le rdle actif des phagocytes qu’il n’avait jamais” 
vu non plus fonctionner dans le cas du vibrion de Gamaleia, si 
analogue au choléra, (surtout pour ce qui concerne la péritonite 
expérimentale des cobayes). Dans son second travail, publié en colla- 
boration avec M. Wassermann, M. Pfeiffer s’assura de l’intervention 
des phagocytes dans l’élimination des vibrions chez les cobayes réfrac- 
taires, mais il pensa que ces microbes n’étaient englobés qu’aprés 
avoir été détruits par un facteur extracellulaire, encore non déterminé. 
Dans le but d’élucider cette question, M. Issaeff ‘ entreprit dans le 
laboratoire et sous la direction de M. Pfeiffer une étude trés circons- 
tanciée. Il a pu se convaincre de Ja grande extension et de l’importance 
capitale de la réaction phagocytaire dans la péritonite cholérique des 
cobayes. Cette résistance remarquable qui est provoquée par. une 
simple injection du bouillon, de la tuberculine ou de toute une série 
@autres substances, s’explique, d’aprés M. Issaeff, par la stimulation 
des phagocytes qui s’incorporent les vibrions et débarrassent ainsi 
Vorganisme de ces producteurs de poisons. M. R. Pfeiffer ? a accepté 
cette interprétation. Il attribue donc maintenant un réle considérable 
aux phagocytes, mais il distingue entre la résistance passagére, due 
a linjection du bouillon et d’autres substances, et la vraie immunité, 
provoquée par la vaccination avec le vibrion ou ses produits toxiques. 
Dans la premiére, ce sont les leucocytes qui préservent l’organisme, 
tandis que, dans la vraie immunité, la destruction des vibrions est due 
a d’autres facteurs. Dans son dernier travail sur ce sujet, qui vient de 
paraitre *, M. Pfeiffer insiste sur l’action bactéricide du liquide de 
l’exsudat péritonéal des cobayes hypervaccinés contre le vibrion choleé- 
rique. Voici les faits qu’il.a constatés. Lorsqu’on injecte, dans le 
péritoine de ces cobayes hypervaccinés, des vibrions cholériques 
vivants, on trouve dans le liquide péritonéal, extrait peu de temps 

1. Zeitsch. fiir Hyg., t. XVI, 1894, p. 287. 

2. Ibid., 268. 

3. Zbid., t. XVIII, p. 4. 
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(40 a A 20 minutes) aprés, trés peu de leucocytes et une quantité de- 


vibrions, devenus immobiles et igansfonmes en petits globules sphé- 


riques. Au fur et & mesure que le nombre de ces globules diminuc, 


celui des leucocytes augmente. Les mémes phénoménes ont €té cons- 
tatés par M. Pfeiffer, lorsqu’il injectait dans le péritoine des cobayes 
neufs une certaine quantité de culture cholérique, mélangée avec du 


bouillon et du sérum sanguin de cobayes hypervaccinés. 


Se basant sur ces faits, établis trés exactement et & maintes repri- 
ses, M>R. Pfeiffer se fait la conception suivante du mécanisme 
intime de l’immunité. A la suite de l’injection des vibrions cholériques 
dans le péritoine des cobayes hypervaccinés, les cellules vivantes, pro- 


‘bablement les éléments de l’endothélium, sécrétent un liquide qui tue 


les vibrions et les dissout au bout de peu de temps. Les leucocytes 
n’interviennent que tardivement et ne jouent qu’un réle purement 
secondaire. M. Pfeiffer arrive 4 cette conclusion que « pour la périto- 


nite cholérique des cobayes, la théorie des phagocytes doit étre con-. 


sidérée comme définitivement erronée » (p. 4). 
Avant d’entrer dans la critique des déductions de M. Pfeiffer, je 


dois remarquer que sa conception de l’immunité rentre dans le cadre 


des théories cellulaires, analogues a celles que j’ai analysées plus haut. 
La destruction des vibrions n’est plus due au plasma sanguin, tel quel, 
(comme l’admettait autrefois M. Pfeiffer), mais bien A un liquide, 
sécrété par des cellules, irritées par ’invasion des microbes. M. Pfeif- 


_ fer semble ne pas se douter que sa conception actuelle de Yimmunité 


est tout-a-fait pareille & celle que M. Emmerich avait formulée en 
4887 pour l’immunité des lapins vis-d-vis du bacille du rouget des 
pores. Je n’ai pas besoin de reproduire ici la discussion au sujet de 
cette théorie qui a di étre abandonnée. Voyons jusqu’é quel point 


elle peut étre soutenue pour le cas spécial de la péritonite cholérique 


des cobayes. 


Dans mes études, j’ai pu me servir non seulement des animaux que 


javais vaccinés, mais encore du sérum des cobayes hypervaccinés que 
m’avait obligeamment offerts M. Pfeiffer lui-méme. Je lui exprime ici 
toute ma gratitude pour son offre aimable et loyale. 

Comme il était facile de prévoir, les faits, constatés par un obser- 
vateur si consciencieux et si habile, se sont montrés parfaitement 
exacts. Les vibrions, injectés dans le péritoine des cobayes hypervac- 
cinés, ont été trouvés dans le liquide, retiré au bout de quelques 
minutes, en grande partie transformés en globules immobiles et ronds. 
Le nombre de ces globules diminuait avec chaque prise nouvelle de 


Vexsudat, dans lequel les leucocytes devenaient au contraire chaque 


fois plus nombreux. Mais ce liquide periienssly conservé en goutte 
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Suspendue a l’étuve, donnait toujours des cultures abondantes de 
vibrions. L’observation directe a démontré d’une fagonirréfutable qu’au 
moins la grande majorité de ces globules se transforment dans 
ces conditions en vibrions immobiles, souvent en des formes de 
spirilles. Par contre je n’ai jamais observé de dissolution des globules 
dans le liquide péritonéal. En parfaite harmonie avec ces constatations 
s'est trouvé le fait que les microbes cholériques se conservent dans le 
péritoine des cobayes hypervaccinés a I état vivant pendant des heures. 

Les vibrions cholériques d’Inovraclaw que m’avait obligeamment 
envoyés M. Pfeiffer, et dont une anse de platine de culture sur gélose 
(également préparée par M. Pfeiffer), mélangée avec 1c. c. de bouil- 


lon et 0,2 c. c. de sérum des cobayes hypervaccinés par M. Pfeiffer, est 


injectée dans le péritoine d’un cobaye neuf, se retrouvent, aubout de 
tres peu de temps, dans le liquide retiré, sous forme de globules immo- 
biles. Mais cela n’empéche pas que l’exsudat péritonéal des mémes 
cobayes ne fournisse des cultures pures du vibrion cholérique, méme 
lorsque le liquide, rempli de leucocytes, avait été retiré sept heures 
aprés le début de l’expérience. 

En suivant rigoureusement les régles prescrites par M. Pfeffer, j’ai 
done pu m’assurer que les vibrions cholériques, dans le péritoine des 
cobayes hypervaccinés ou dans celui des cobayes neufs qui ont regu 
le sérum hypervacciné, restent vivants pendant plusieurs heures. Le 
liquide péritonéal, dans lequel on ne trouve que de rares vibrions 
englobés par les leucocytes, donne encore des cultures abondantes. 
Le plasma de V’exsudat était done incapable de tuer les microbes. 

Cette transformation des vibrions en globules immobiles doit 
pourtant étre analysée. D’aprés M. Pfeiffer, les leucocytes n’y sont 
pour rien, parce qu’ils sont encore trop rares dans « l’exsudat péri- 
tonéal ». L’action doit étre plutdt attribuée, pense M. Pfeiffer, a 
une sécrétion des cellules endothéliales. Dans ces réflexions, mon 
savant contradicteur ne tient pas du tout compte de ce fait que 
le péritoine des cobayes renferme de la lymphe, trés riche en leuco- 
cytes. I] est vrai que lorsqu’on n’en retire qu’une toute petite goutte, 
elle peut se présenter trés pauvre en globules blancs; mais il suffit 
d’en retirer davantage, pour s’assurer de sa richesse en ces éléments. 
Lorsque le processus de la réaction contre Vinjection péritonéale des 
vibrions est plus avancée, il arrive aussi qu’une goutte du liquide 
retiré se présente pauvre en. leucocytes. Mais, en sacrifiant l’animal, 
on trouve des pseudo membranes qui recouvrent le foie et le mésentére, 
et qui sont composées d’une quantité énorme de ces phagocytes. 

L’observation directe nous prouve aussi que les leucocytes de la 
lymphe péritonéale ne doivent nullement étre exclus comme facteur 
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dans la transformation des vibrions en globules. Lorsqu’on retire le 
liquide péritonéal, déja cing minutes aprés l’injection des vibrions. 
mélangés avec le sérum préparé par M. Pfeiffer, on est frappé par le 
phénoméne suivant : les leucocytes se montrent entourés d'une couche 
de vibrions, en grande partie déja transformés en globules. Tandis 
que les leacocytes polynucléaires, mononucléaires et méme les éosino- 
philes, sont enveloppés d’une masse épaisse de ces microbes, les 
lymphocytes et les globules rouges restent complétement nus, et ne 
sont entourés d’aucun microbe. Ce fait, que j’ai constaté a plusieurs 
reprises, démontre l’existence d’une action chimiotactique des leuco- 
cytes dénommés vis-a- vis des vibrions cholériques. Ces cellules attirent 
donc les microbes. Pour arriver jusqua elles, les vibrions ont dt 
nager dans le plasma de Ja lymphe; ce n’est qu’au voisinage intime 
des leucocytes qu’ils ont perdu leur mobilité. L’action de ces cellules 
sur les vibrions est donc incontestable. En observant le phénoméne 


pendant un temps plus long, on constate une zone transparente entre 
la couche des vibrions et la surface des leucocytes. Il y a donc quelque’ 


production du liquide autour des globules blancs. Est-ce une sécrétion 


véritable? Il est difficile de l’affirmer, parce que tous les leucocytes | 


qu’on trouve dans ces conditions, sont complétement immobiles et 
paraissent par conséquent morts. La question de savoir si cette mort 
des leucocytes s’opére déja dans l’animal, ot bien ne survient qu’au 
moment de l’extraction du liquide péritonéal, demande des recherches 
spéciales. 

Il extrémement probable que le pouvoir bactéricide du sérum 


sanguin des cobayes vaccinés, constaté par MM. Behring et Nissen 


pour le vibrion de Gamaleia, et par M. Zaslein pour le vibrion de Koch, 
est la manifestation de la méme propriété. Or, il devient de plus en 
plus admissible que dans ces cas la propriété bactéricide est en derniére 
instanceliéeaux leucocytes. Les recherches, exécutées par M. J. Bordet 
dans mon laboratoire, aboutissent precisément a cette conclusion. 
Voici donc comment on peut interpréter les phénoménes observés 
par M. R. Pfeiffer: les phagocytes des cobayes vaccinés élaborent 


dans leur intérieur des substances capables de tuer les vibrions. A 


état de hypervaccination, ces substances deviennent tellement 
abondantes qu’elles peuvent facilement s’échapper au dehors. Il se 
produit ici quelque chose d’analogue avec ce que l’on observe dans la 
digestion. Chez les animaux inférieurs la digestion est entiérement 
intracellulaire; mais avec:la marche progressive de 1’évolution, elle 
devient d’abord mixte, intracellulaire et en partie extracellulaire. 
Théoriquement parlant, on pourrait peut-étre amener tous les phago- 
cytes, et peut-étre méme les autres cellules, & sécréter leurs substances 
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bactéricides et transformer ainsi la destruction intra cellulaire des 
microbes en une destruction extracellulaire. Seulement, euréalité, onest 
encore loin de cet idéal. Et méme dans le cas spécial étudié par 
M. Pfeiffer, comme nous avons vu, il ne s’agit que d’ane action bacté- 
ricide médiocre du liquide leucocytaire. Je dois insister surtout sur ce 
fait que j’ai constaté un trés grand nombre de fois, et aussi chez des 
cobayes hypervaccinés contre le vibrion cholérique, que le liquide ne 
renfermant que des microbes englobés dans des phagocytes, donne 
des cultures pures. Introduit 4 l’étuve sous forme de goutte suspendue, 
ce liquide présente le phéneméne que j’ai déja décrit plusieurs fois et 
qui a encore tout récemment été confirmé par M. Cantacuzéne ‘. Les 
Jeucocytes, mortsdans ces conditions,se gonflent et se transforment en 
des sacs remplis de vibrions qui finissent par envahir toute la goutte. 
Cette expérience montre que les microbes ont été englobés a l'état 
vivant, et que toutes les forces bactéricides extracellulaires étaient 
impuissantes a tuer toutes les bactéries. J’insiste sur ce fail, comme 
objection principale a la nouvelle interpréiation de M. R. Pfeiffer, 
ainsi qu’a toutes les autres théories humorales ou humoro-cellulaires, et 
entre autres a la nouvelle théorie de M. Buchner, mentionnée au début 
de cette Revue. Dans un travail particulier je tacherai de répondre 
en détail aux conclusions de M. Pfeiffer. Ici je me bornerai 4 lui dire 
que méme ses propres recherches et celles auquelles il a assisté 
(Issaeff), nejustifient nullement sonopinion surla non application de la 
théorie des phagocytes a la péritonite cholérique des cobayes. Méme 
en partageant complétement sa maniére de voir, on doit reconnaitre 
qu’elle ne s'applique que pour quelques cas spéciaux de cetle affection. 
Pour observer les phénoménes de dégénérescence extracellulaire des 
vibrions M. Pfeiffer a di recourir & des cobayes hypervaccinés 
(hochimmunisirte), car les animaux résistants 4 la suite de la 
vaccination ordinaire ne montrent que le processus habituel de la 
réaction phagocytaire. Comme exemple de l’immunité naturelle, due 
A une influence des liquides, M. Pfeiffer cite des cobayes, dans la 
cavité péritonéale desquels il injectait une culture de vibrions, cultivés 
pendant 7 ans sur des milieux artificiels, et devenue absolument 
inoffensive pour les animaux. Dans ce cas « les vibrions disparaissent 
en 20 a 30 minutes, sans un concours considérable de phagocytes ». 
Précisément, cette circonstance, que M. Pfeiffer a dtis’adresser 4 une 
variété cholérique aussi modifiée pour démontrer le rdle bacté- 
ricide du plasma, démontre clairement qu’avec d’autres cultures les 
choses se passent tout autrement. Eh bien, on a pour ainsi dire chaque 


4. Recherches sur le mode de destruction du vibrion cholérique dans Vorga- 
nisme. Paris 1894. 
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des vibrions cholériques, méme des plus virulents (en se servant de 
faibles doses ou bien en injectant sows la peau) et on constate facile- 


ment’ que ce ne sont pas les phénoménes phagocytaires qui manquent - 


dans ces conditions. 
Comme la majorité des cas d'immunité naturelle et d’immunité 


acquise (vaccination simple) vis-a-vis du vibrion cholérique, reposent 
sur une réaction purement phagocytaire, on n’a pas le droit d’affirmer, 


comme. le fait M. Pfeiffer, que la péritonite cholérique des cobayes — 


soit en désaccord avec la théorie des phagocytes. Cet argument des 
vibrions, affaiblis pendant sept années de culture, pour prouver la non 
intervention des phagocytes, correspondrait a dire que les vibrions 


cholérigues ne poussent pas sur la gélatine alcaline, parce quwil y 


a des vibrions dégénérés qui ne se développent pas sur ce milieu. 
La théorie des phagocytes, malgré V’affirmation de M. Pfeiffer, 


‘s’applique trés bien a la péritonite cholérique des cobayes, comme 


elle s’applique 4 un trés grand nombre de phénoménes de résistance: 
de ’organisme contre l’invasion des microbes en général. On a méme 
essayé de pénétrer plus profondément dans le mécanisme de I’action 
des phagocytes. Je dois mentionner ici la tentative de M. A. Kossel, 
d’expliquer la fonction bactéricide de l’acide nucléique, qui n’agit que 
dans un milieu acide, par la supposition que cette substance tue les 
microbes dans l’intérieur des cellules. Or, onsait que dansces conditions 
Vacidité se conserve dans les vacuoles intracellulaires, tandis que dans 
les liquides de l’organisme animal l’acide est immédiatement neu- 
tralisé. ; 
Bien que l’hypothése si ingénieuse de M. Kossel soit trés probable 
a priori, il faut admettre que la destruction intracellulaire des mi- 
crobes peut se-faire aussi dans un milieu alcalin. Comme exemple, 
je puis citer le cas de la dégénérescence des bacilles tuberculeux dans 
les cellules géantes de la gerbille, ott la sécrétion de phosphate de 
chaux et les réactifs divers démontrent la réaction fortement alcaline 
du contenu cellulaire. 

Des recherches nombreuses, faites dans ces derniéres années, 
résulte non seulement la grande généralité de la phagocytose, comme 


moyen de destruction des microbes, mais encore l'extension du . 


role des phagocytes en dehors de J’englobement des corps solides. 
La grande sensibilité de ces cellules vis-a-vis des produits solubles 
des microbes, faisait supposer une action des phagocytes sur les 
toxines. M. Chatenay ' a fait dans mon laboratoire une étude sur la 


1, Les réactions Bheeis ylaires vis-a-vis de certaines toxines Tey Sra et animales. 
Paris, 1894. 
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réaction leucocytaire des animaux empoisonnés par des toxines bacté- 


riennes (diphtérine et tétanine), phanérogamiques (ricine et abrine) et » 


animales (venin des serpents). Il a pu constater une grande analogie 
avec les phénoménes connus dans les infections bactériennes. Lorsque 
la mort survient au bout de trés peu de temps, le nombre des leuco- 
cytes diminue; s’il y a une survie au dela de vingt-quatre heures ou 
une résistance définitive, il se produit une hyperleucocytose plus ou 
moins prononcée. 

Jai étudié la leucocytose des lapins, empoisonnés par l’acide ar- 
sénieux, et j'ai pu également constater une hypoleucocytose prononcée 
dans des cas mortels. Mais chez les animaux accoutumés a l’arsenic, 
les mémes doses qui amenaient l’hypoleucocytose et la mort des lapins 
témoins, produisaient une augmentation considérable du nombre des 
leucocytes. Ces expériences, prouvant d’un coté la réaction leucocy- 
taire contre les poisons, démontrent de l'autre cété que lhyperleuco- 
cytose peut étre provoquée non seulement par les protéines, mais 
aussi par des substances strement toxiques. 

Dans cet ordre d’idées, je dois signaler les faits trés intéressants 


réunis par l’école de M. Kobert 4 Dorpat. Aprés avoir introduit dans, 
lorganisme de différents animaux une préparation de fer trés solubie- 


(saccharate de fer oxydé du docteur Horneman; ferrum oxydatum 
saccharratum solubile), ne précipitant pas dans les milieux alcalins, 
M. Kobert et ses éléves, Stender, Samoiloff, Lipsky et autres *, ont 
suivi la circulation du métal dans les tissus. Ils ont constaté qu’une 
faible quantité de fer est éliminée par les reins et la paroi intestinale, 
mais que la plus grande partie du métal est arrétée dans les organes, 
surtout dans le foie, la rate et la moelle des os. Le fer y est absorbé 
par les leucocytes qui le fixent pour longtemps et le déversent dans 
Vintestin, dans lequel ils se dirigent, poussés par une force encore 
inconnue (I. ¢., 1X, p. 82). 

J’ai eu l’occasion d’observer cette circulation du sel soluble du 
docteur Hornemann dans l’organisme de plusieurs espéces de verté- 
brés. Quelques temps aprés son introduction dans lorganisme par 
voie sanguine, péritonéale ou sous-cutanée, on trouve le fer ( a l’aide 
de la réaction microchimigue avec le ferrocyanure de potassium) ac- 
cumulé dans les diverses catégories des phagocytes, notamment dans 


_ les leucocytes, les cellules endothéliales du foie et les cellules de la 


pulpe splénique. Les cellules qui ne remplissent pas de fonctions 
phagocytaires, comme par exemple les leucocytes basophiles d’Erlich, 
si abondants dans la lymphe des rats, ne se chargent que fort peu de 


1. Arbeiten d. pharmacologischen Instituts zu Dorpat. vu - x, 1893, 1894. 
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‘ cléaires en sont remplis. 


x 


en particulier. 


»  attribué aux phagocytes. 


Résumé du rapport sur Vimmunitté. 


1, Semaine médicale 1894, p. 385. 
2. Arb. d. pharm. Inst. Dorpat. IX, 1893, p, 27. 


fer, tandis que les leucocytes polynucléaires et les grands mononu- 


MM. Charrin et Carnot' ont constaté tout récemment que le plomb 
se dépose de préférence dans les organes lésés, mais ils n’admettent 
pas dans ce cas le transport par les leucocytes, car le pus ne donne 

- pas la réaction de plomb. Il est probable que cette contradiction n’est 
qu’apparente : les cellules mortes du pus sont incapables d’absorber 
le métal, mais ce sont vraisemblablement d’autres phagocytes, peut- 
étre des cellules endothéliales des parties lésées, qui accomplissent la 
résorption. Dans tous les cas, les résultats des recherches sur la circu- 
lation de fer, qui ont été étendus par M. Samoiloff?, de l’école de 
Dorpat, aux sels solubles d’argent, démontrent le grand réle que 
jouent les éléments phagocytaires dans l’absorption et le transport des 
métaux. Cela suffit pour attribuer a ces cellules une grande impor- 
tance, comme centres thérapeutiques del’organisme. Les phénoménes 
leucocytaires dans les empoisonnements par les toxines organiques, 
dans ’accoutumance de l’organisme vis-a-vis de l’arsenic, corroborent 
cette conclusion. D’un autre cdété, ce résultat que, dans la prévention 
et la thérapeutique des infections a l’aide des sérums, il s'agit d’une 
stimulation de la résistance cellulaire, montre une fois de plus la 
vaste étendue qu’occupent, dans les phénoménes de guérison et d’im- 

~ munité, les fonctions relatives des cellules en général et des phagocytes 


! Arrivés a la fin de notre apercu, nous devons constater la victoire 
de la théorie cellulaire de ’immunité et l’échec des théories purement 
humorales, et insister sur ce résultat général que limmunité dans 
: les maladies infectieuses est due » l’activité des cellules vivantes de 
Vorganisme. Parmices éléments, le premier rédle doit étre strement 


1. Les représentants des théories humorales de limmunité ont 
modifié leur conception. En attribuant la propriété bactéricide A des 
produits des leucocytes et en admettant que ces cellules se dirigent, a 
la suite de leur sensibilité, vers les points envahis par les microbes ; 
M. Buchner se rapproche de l’interprétation cellulaire de l’immunité; 
ie 2. En supposant que l’immunité est due a des liquides sécrétés 
ey . par les cellules endothéliales, excitées par les microbes, M. R. Pfeiffer 
, =. rétablit la théorie abandonnée de M. Emmerich, et modifieson ancienne 
‘ conception purement humorale dans le sens de la théorie cellulaire ; 
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3. Eo admettant qu’en dehors de ’immunité passive, attribuable 
aux humeurs, il existe une immunité active, durable, due a une 


_ fonction cellulaire, M. Behring se range aussi du cdté des partisans 


des sage cellulaires ; 

. Mais Vimmunité passive, provoquée par le sérum vacciné ou par 
da’ putres substances préventives (bouillon, tuberculine, etc.), se réduit 
aussi 4 une stimulation de la réaction cellulaire. Il devient de plus en. 
plus probable que méme J’action antitoxique des humeurs repose non 


‘sur la destruction des toxines, mais aussi sur l’excitation de la défense 


Soletaire: 

. La aisarins d’aprés lagaalta les bactéries seraient détruites par 
des Panis des leucocytes éosinophiles, est réfutée par des faits 
précis; 

6. La théorie des phagocytes se trouve en harmonie avec tous les 
faits établis depuis sa fondation; 

7. Les exemples qui ont été invoqués comme exceptions de la 
fonction phagocytaire : septicémie des souris, diphtérie, charbon chez 
les crustacés et les mollusques, aprés un examen approfondi, rentrent 
bien dans les cadres de la théorie des phagocytes; 

8. La péritonite cholérique des cobayes rentre aussi dans la caté- 
gorie des maladies infectieuses, dans lesquelles la fonction antibacté- 
rienne des phagocytes est des plus évidentes. Les phénoménes de 
dégénérescence des vibrions dans le liquide péritonéal chez des 
cobayes hypervaccinés, phénoménes décrits par M. R. Pfeiffer, s’expli- 
quent. par une action des produits des leucocytes, modifiés sous 
Vinfluence de ’hypervaccination; 

9. La destruetion des microbes dans l’intérieur des phagocytes 
peut se faire dans un milieu acide, conformément a4 l’opinion de 
M. A. Kossel sur l’action de ses acides nucléiques. Mais cette destruc- 
tion peut se faire aussi dans un milieu alcalin, dans le contenu des 
phagocytes; : 

10. Les phagocytes réagissent non seulement contre Vinvasion des 
microbes, mais aussi dans Jes intoxications de l’organisme par divers 
poisons. Leur role a été mis en évidence (surtout par l’école de 
M. Kobert) méme pour des substances inorganiques, telles que le fer 
et argent; 

44. D’'aprés tout ensemble des progres accomplis dans ces der- 
nieres années, il faut considérer |’immunité comme le résultat d’une 


activité cellulaire; 
42. Parmi les éléments gui fonctionnent dans l’immunité, le 


premier role doit étre attribué aux phagocytes. 


> 
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SUR LES SERUMS ANTITOXIQUES 


Communication faite au Congrés de Budapest 


Par M. E. ROUX 


Il n’est pas actuellement de question plus intéressante pour le bio- 
logiste et le médecin que celle des sérums préventifs et thérapeu- 
tiques. Elle est née avec les expériences de Maurice Raynaud sur le 
sang des génisses inoculées du Cow-pox, et avec celles de MM. Richet 
et Héricourt sur le sérum des chiens et des lapins vaccinés contre une 
septicémie spéciale. Mais son importance n’a été comprise qu’aprés 
les travaux de MM. Behring et Kitasato sur le tétanos et la diphtérie. 
La sérum-thérapie vient de nous donner un traitement efficace de cette 
derniére maladie; elle a donc un intérét pratique aussi grand que 
scientifique. 7 

Depuis la découverte de M. Behring, on a constaté que le sérum 
des animaux immunisés contre. diverses maladies contagieuses est 
préventif et thérapeutique. Il en est ainsi pourle sérum des animaux 
vaccinés contre la pneumonie, le choléra, etc.; c'est done 1a une pro- 
priété assez générale. Ces qualités-des sérums ont été expliquées par 
Vaction neutralisante qu’ils exercent sur les poisons microbiens. Qui 
ne connait la belle expérience qui consiste a faire voir que la toxine 
tétanique et la loxine diphtérique cessent d’étre nocives quand elles 
sont mélangées avec un peu de.sérum d’un animal vacciné contre le 
tétanos ou la diphtérie? Mais ce pouvoir antitoxique, si marqué dans 
les sérums antitétanique et antidiphtérique, ne se retrouve plus dans 
le sang des animaux vaccinés contre les autres maladies que nous 
avons énumérées. Le sérum des lapins rendus réfractaires au hog- 


_choléra ou a linfection pneumonique, pas plus que celui des cobayes 


vaccinés contre le choléra ou le vibrion avicide, ne manifeste aucun 
pouvoir antitoxique, ni in vitro, ni dans lorganisme. Ce fait est- bien 
acquis depuis les recherches de M. Metchnikoff sur le hog-choléra, de 
M. Issaef sur la pneumonie, de M, Pfeiffer sur le choléra, de M. Sana- 
relli sur le vibrion avicide et la fiévre typhoide. Les animaux immu- 
nisés sont tout aussi sensibles au poison de ces maladies que les ani- 
maux neufs. Leur sérum ne protége pas contre la toxine, mais contre 
le microbe. M. Metchnikoff en a trouvé la raison dans ce fait que ces 
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sérums sont des stimulants des cellules phagocytaires, qui englobent 
alors les microbes introduits et les détruisent par une véritable 
digestion. La maladie est réduite A une lutte locale. 

Puisque ces sérums préventifs agissent comme des stimulants cel- 
lulaires, on comprend que le sérum d’un animal vacciné contre une 
maladie puisse étre efficace contre une autre. Dansces derniers temps, 
M. Duntschman a constaté que le sérum des animaux immunisés 
contre le charbon symptomatique agit sur le bacille de la septicémie 
aigué. D’ailleurs, le sérum de ’homme sain, et parfois aussi celui du 
cheval, comme I’a montré M. Pfeiffer, ont des propriétés immunisantes 
trés marquées contre l'infection cholérique intra-péritonéale. I 
semble donc que ce pouvoir préventif du sérum contre jes virus 
vivants ne soit pas toujours spécifique, puisqu’il se rencontre chez 
des animaux qui n’ont jamais éprouvé l’action du microbe contre 
lequel leur sang protége. Il n’y a rien 1a de bien surprenant, puisque, 
suivant l’expression de M. Metchnikoff, il s’agit non pas d’« anti- 
toxines » mais de « stimulines », dont plusieurs seraient capab le 
d’un méme effet. 

Mais préserver contre un microbe vivant, qui doit se développer 
avant d’agir, est tout autre chose que de préserver contre une toxine. 
Jusquici nous ne connaissons que le sérum des animaux immunisés 
contre le tétanos, la diphtérie, ’abrine, la ricine et le venin des serpents 
qui soient antitoxiques. Ce pouvoir antitoxique s’affirme alors avec 
une telle puissance que, pour le tétanos par exemple, il dépasse 
Vimagination. 

Comment se forment ces antitoxines? Elles sont d’autant plus 
abondantes dans le sang des animaux que ceux-ci ont recu plus de 
toxine, d’ou Vidée trés naturelle que |’antitoxine dérive de la toxine 
par une transformation produite dans le corps. Les propriétés si 
semblables de la toxine et de l’antitoxine venaient 4 l'appui de cette 
supposition. De plus, quand on cesse d’injecter de la toxine aux animaux, 
Vantitoxine diminue peu a peu dans leur sang, comme si la matiére 
d’ou elle provient n’était plus renouvelée. Une conséquence de celte 
hypothése, c’est que la quantité d’antitoxine dans le sang doit étre en 
proportion de la toxine introduite. Si donc on saigne fréquemment les 
animaux immunisés, sans leur injecler de nouvelle toxine, la provi- 
sion d’antitoxine devra s’épuiser rapidement. Avec M. Vaillard nous 
avons vu qu'il n’en est rien; on peut retirer en trés peu de temps, a un 
lapin vacciné contre le tétanos, un volume de sang égal au volume 
total de celui qui circule dans son corps, sans que le pouvoir anti- 
toxique du sérum baisse sensiblement. L’antitoxine se reproduit donc 
au fur et 4 mesure qu’on la puise. Et d’ailleurs, une autre expérience 
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que nous avons faite avec M. Vaillard prouve qu’il n’y a pas. propor- 
tionnalité entre la toxiné injectée et l’antitoxine produite. Avec la méme 


dose de toxine donnée aux animaux, on peut obtenir un sérum plus . 


ou moins actif, suivant la fagon dont on l’administre. Prenons deux 
lapins de méme poids et immunisons-les contre le tétanos ; quand leur 


résistance est déja notable, injectons-leur la méme quantité de toxine 


(103 c..c.) dans espace de deux mois, en donnanta l’un, tous les jours, 
une faible quantité, et & Vautre, de temps en temps, des doses plus 


fortes. Dans le méme temps, nos deux animaux ont recu le méme 


volume de poison; le premier en 33 petites injections, le second en 
9 grandes. Le sérum de celui aux faibles doses neutralise, i vitro. 
450 parties de toxine et posséde un pouvoir préventif de cent mil- 
liards, Je sérum de celui aux doses massives ne neutralise pas 25 par- 
ties de toxine et son pouvoir préventifne dépasse pas cing cent mille. 
La maniére de donner Ja toxine n’est pas indifférente, et la quantité 
de l’antitoxine dans le sang n’est pds proportionnelle a la dose intro- 
“duite. Avec des petites doses répétées, nous avons obtenu des sérums 
antitétaniques dont l’activité dépasse un trillion, et cela dans un temps 
relativement court. Il semble que la toxine agisse comme un excitant 
‘sur les cellules qui sécrétent l’antitoxine. * 

Cette idée que l’antitoxine est un produit cellulaire tues un appui 
dans l’intéressante constatation de M. F. Klemperer, qui a vu que le 
jaune de l’ceuf de la poule immunisée est antitoxique, tandis que le 
blanc ne l’est pas. Quelles sont les cellules du corps qui préparent ces 
antitoxines? C’est une question trop peuavancée pour étre exposée ici. 

L’expérience, dans laquelle le pouvoir antitoxique se manifeste avec 

le plus de netteté, est celle o& l’onmélange le sérum antitétanique avec 

la toxine, VoRsGn dans wne série de verres un volume connu d’une 
toxine trés active (qui tue une souris & la dose de 1/1000° de cent. 

cube) et ajoutons dans chacun des quantilés variables du sérum anti- 

toxique dont nous parlions tout a ’heure, et dont le pouvoir préventif 

égale un trillion. Une partie de ce sérum suffit & rendre inoffensives 

900 parties de toxine; un demi c.c. du mélange injecté 4 un 

cobaye ne lui donne pas le tétanos, bien qu’il ne renferme qu’un dix- 


-huit centiéme de c. c. de sérum. Le poison paratt donc neutra- 


lisé comme dans une réaction chimique, od une quantité donnée d’un 
corps salure une quantité donnée d’un autre. Les choses ne se passent 
pas avec cette simplicité. D’abord, rien n’est plus difficile que de 


saisir le point exact de la saturation. M. Buchner a déja vu qu'un | 


mélange qui n’agit pas sur la souris est actif sur le cobaye. Un mé- 
lange de 900 parties de toxine et d’une de sérum est inoffensif & 
la dose d’un demic. c. pour 8 cobayes sur 10; mais il en est 


o 
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2 dans le lot qui prendront un tétanos plus ou moins sévdre et se 
comporteront comme des réactifs plus sensibles, en montrant qu’il y 
aencore du poison libre dans la liqueur. Diminuons la proportion 
de toxine et mélons 500 parties de toxine avec une de sérum. Un demi 
€..e..de ce nouveau mélange ne produit aucun effet, mais 3 c. c. don- 
neront le tétanos. Il n 'y a pas 1d la netteté d’une réaction chimique, 
‘soit que nous manquions d’un réactif suffisant pour nous indiquer 
le point exact de saturation, soit peut-étre qwil n'y ait pas de satu- 
ration et que toxine et antitoxine continuent a exister cdte A cote. 

Les expériences suivantes, que nous avons faites avec M. Vaillard, 
tendent A prouver qwil en est ainsi. Nous injectons a cing cobayes 
neufs 1/2c. c. dumélange: toxine 900 parties, sérum 4 partie; aucun 
ne prend le tétanos. A cing autres cobayes, de méme poids, ayant les 
meilleures apparences de santé, mais qui ont été immunisés quelque 
temps auparavant contre le vibrion de Massaouah, nous donnons le 
méme liquide, 4 la méme dose; ils auront le tétanos. Bien plus, de — 
semblables cobayes pourront étre rendus tétaniques avec 1/3 dec. c.. 
d’un mélange de 500 parties de toxine pour 41 de sérum. Des cochons ~ 
d’Inde qui regoivent d’abord 1c. c. de sérum préventif, actif au tril-- 
lioniéme, c’est-d-dire une quantité capable de lesimmuniser des milliers 
de fois, puis une dose mortelle de toxine tétanique, restent bien por- 
tants dans les conditions ordinaires. Plusieurs d’entre eux prendront le. 
tétanos, si on leur injecte ensuite des produits microbiens tels que ceux 
du hbacille de Kiel, du bacterium coli, et d’autres bactéries. La toxine 


n'est donc pas détruite puisqu’elle donne le tétanos, méme aprés plu- 


sieurs jours, aux cobayes dont on modifie la résistance. - 

De méme, une quantité de sérum antidiphtérique, amplement suf- 
fisante & préserver des cobayes neufs contre une dose mortelle de 
toxine, ne retarde pas la mort des cobayes, de méme poids, quiont subi 
des inoculations antérieures dont ils sont parfaitement rétablis. Et 
cependant si lantitoxine détruisait la toxine, la méme quantité de. 
sérum serait efficace chez tous les cobayes du méme poids. 

‘Ces faits montrent Vinfluence que peut avoir une maladie anté- 
rieure, qui ne laisse pas de traces apparentes, sur la réceptivité a 1’é- 
gard des virus et sur la sensibilité vis-a-vis des substances toxiques. 
Leur explication naturelle n’est-elle pas dans l’action du sérum sur les 
cellules plutét que sur la toxine? Les cellules bien vivaces des 
cobayes neufs répondent a la stimulation du sérum et sont comme 
indifférentes a la toxine, tandis que celles des cobayes déja impres- 
sionnés par Jes produits microbiens ne lui résistent pas. 

Notre démonstration serait plus persuasive, si nous arrivions 4 
séparer la toxine de son mélange avec l’antitoxine. Les propriétés tres 
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voisines de ces deux substances rendent le probléme difficile a résou- 
dre. Les toxines et les antitoxines du tétanos et de la diphtérie se com- 
portent de la méme fagon en présencevles divers agents et des réactifs. 
Mais la séparation peut étre faite pour d’autres toxines. 

MM. Calmette, Phisalix et Bertrand ont montré que le sérum des 
animaux immunisés contre le venin des serpents est antitoxique; il 
agit sur le venin comme le sérum anlitétanique sur le poison du téta- 
nos. Le mélange de sérum antivenimeux et de venin est inoffensif, 
quand il est fait en proportions convenables : onlui rend toute sa toxicite 
en le chauffant 4 700. A cette température, l’antitoxine est altéréeet le 
venin ne l’est pas. La chaleuragit sur le mélange des deux substances 
comme si chacune était seule. Il paratt donc que le venin était resté 
intact a cdté de-l’antitoxine,.ou, tout au moins, qu'il avait contracté 
avec elle une union bien instable. 

De tout ce qui précéde, nous sommes portés a conclure que les 
antitoxines agissent sur les cellules. Un sérum préventif contre une 
toxine met en jeu des actions cellulaires, tout comme le sérum pré- 
_ventif contre un virus vivant. Peut-étre méme les cellules qui détrui- 
sent les microbes sont-elles aussi celles qui élaborent les antitoxines ? 

Nousavons rappelé, au commencement de cette note, que le sérum 
d’un animal vacciné contre un microbe protége quelquefois contre un 
autre, et que les sérums préventifs contre un virus vivant n’étaient 
pas toujours spécifiques. Jusquici, au contraire, les sérums antitoxi- 
ques ont été envisagés comme rigoureusement spécifiques, chacun 


d’eux n’agissant que sur une toxine déterminée. Le fait que V’anti- - 


toxine tétanique n’a aucune influence sur le poison diphtérique et réci- 
proquement, a toujours été mis en avant pour prouver cette spécificité. 
La découverte de nouvelles antitoxines a élargi le champ de l’expéri- 
mentation. J’ai constaté que le sérum antitétanique n’était pas sans 
action sur le venin de serpent, et j’ai confié le soin d’examiner cette 
question 4 M. le Dt Calmette qui étudie, dans mon laboratoire, la 
sérum-thérapie des venins. Les résultats obtenus sont intéressants au 
point de vue général qui nous occupe. 

' Le sérum d’un cheval sain, mélangé & du venin de cobra, n’em- 
péche nullement celui-ci d’agir, tandis quele sérum d’un cheval immu- 
nisé contre le tétanos rend inoffensif le venin auquel on l’ajoute. Ce 
sérum antitétanique, injecté avant le venin, retarde beaucoup la mort 
et ’empéche méme, s’il est donné a doses répétées. Il y a cependant 
bien peu de ressemblance entre le venin des serpents, qui tue par 


asphyxie, en un temps trés court, et le poison tétanique qui ne mani- . 


feste son action qu’aprés une période d’incubation. 
Le sérum antitétanique est antitoxique vis-a-vis du venin, mais le 
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_sérum antivenimeux ne lest pas a l’égard de la toxine tétanique. Un 
lapin vacciné contre le venin prend le tétanos et, fait plus surpre- 
nant, un lapin immunisé contre le tétanos succombe si on lui donne 
une dose de venin trés peu supérieure a celle qui tue un lapin neuf. 

Le sérum des lapins neufsn’a aucune action sur le venin, celui des 
lapins vaccinés contre la rage est antivenimeux 4 un haut degré. 
Mélangé au venin in vitro, il le rend inoffensif; injecté préventive- 
ment, il protége contre ’envenimation. Des Japins, vaccinés contre la 
rage, suppportent des doses 4 et 5 fois mortelles de venin. N’est-il pas 
surprenant de voir qu’en rendant un lapin réfractaire a la rage, on lui 
donne du méme coup l’immunité contre les morsures de serpent? 

Le sérum antivenimeux rend les lapins plus résistants 4 l’abrine, et 
le sérum anti-abrique a aussi une action sur les-venins. Le sérum anti- 
diphtérique, mélangé a l’abrine, ne tue plus les lapins qu’avec un long 
retard. Assurément, le sérum antitétanique est beaucoup plus efficace 
contre le poison du tétanos que contre les venins; mais ce ne sont a 
que des questions de plus ou de moins. II ne parait pas probable que 
des sérums, d’origines si diverses, exercent sur le venin de cobra une 
méme action chimique : nous admettons, plus volontiers, qu’ils agis- 
sent tous sur les cellules, en les rendant insensibles, pour un temps, 
a Penvenimation. 

_Je pourrais donner encore d’autres exemples de l’action d’uneanti- 
toxine sur-plusieurs poisons. Ceux dont je viens de parler nous mon- 
trent, je crois, sous un aspect nouveau cette question, déjasi attrayante, 
de la sérum-thérapie. 
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SUR LA HIXATION DE V/AZOTE ATMOSPHERIQUE 


REVUE CRITIQUE 


Les questions de’ symbiose prennent une importance de plus. en. 
plus grande dans la physiologie et la médecine. Les lecteurs des 


Annales les ont vues apparaitre dans les. travaux de Vaillard et de _ 


ses collaborateurs sur le tétanos, de Roux et de ses collaborateurs sur 
la diphtérie, de Metchnikoff sur le choléra. Il est clair qu’elles s’éten- | 
dront 4 d’autres domaines, et probable qu’elles envahiront le champ 
presque entier de la pathologie, car rares sont les maladies qui ne 
mettent en jeu qu'une seule action microbienne, et dans lesquelles on 
ne soit pas en droit de soupgonner des phénoménes de symbiose ou 
d’association. L’influence si manifeste de la réceptivité individuelle n’a 
peut-étre pas d’autre explication. Physiologiquement, deux individus 
de la méme espéce doivent se ressembler et réagir de méime. Les dif- 
férences ne peuvent provenir que de la symbiose de ces étres avec des 
étres différents, qui habitent le plus ordinairement le canal digestif, et 
qui, en imprimant a la digestion des mémes aliments des allures diffé- 
rentes, habituent les cellules de leur héte A des nourritures variables, ~ 
quwelles traduisent par une résistance plus ou moins grande vis-a-vis 
des influences utiles ou nocives. Semblables par nature, nous 
devenons ainsi dissemblables par fonctionnement, et voila peut-étre 
un des points od se révéle importance de la formule que je ne cesse_ 
@opposer aux théories qui admettent ane digestion normale et phy- 
siologique : Il vy a pas de digestion, il y a des digestions, parce que 
les interventions microbiennes qui en font partie varient d’un individu 
4 l’autre?. : 


4. Je voudrais évoquer 4 ce sujet un souvenir personnel, qu’on me permettra 
@autant plus de citer qu’il n’est pas & Vhonneur de mon courage. Lorsque 
M. Metchnikoff faisait les expériences sur le choléra dont i] a rendu compte dans 
le t. VII de ces Annales, plusieurs médecins et diverses personnes de son. labo- 
ratoire, entrainés par son exemple et celui de M. Rochefontaine, celui de M. de 
Pettenkofer, etc., avaient absorbé des cultures virulentes du.vibrion de Koch sans 
en ressentir aucun effet bien facheux. Je n’ai jamais suivi ces bons exemples. 
Je me disais qu’en raison des digestions différentes de chacun des expérimen- 
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Quoi qu’il en soit, nous voila en présence de questions nouvelles, 
plus complexes que celles que nous avons étudiées jusqu’ici. La phy- 
siologie d’un microbe est déja difficile & écrire ; que sera-ce lorsqu’il 
y aura dans un méme milieu deux microbes dont les actions physiolo- 
giques s’influencent mutuellement. I] n’est pas inutile, dans cet ordre 


~@idées, et pour rassembler sur ces questions le plus de lumiére pos- 


sible, de passer en revue quelques-uns des phénoménes de symbiose 
que la science a déja enregistrés et appris 4 connattre. Il m’a paru 
qu’on pouvait essayer une synthése intéressante en examinant les di- 
vers modes de fixation de l’azote atmosphérique dans la végétation. 


Le mot de symbiose a élé prononcé dés Vorigine 4 propos de la ~ 
fixation de l’azote par les nodosités des racines de légumineuses, au 


sujet desquelles nous avons publié, il y a cing ans(V. t. III, p. 82) une 
Revue critique. Ces nodosités avaient été décrites en 1687 par Mal- 
pighi, et Woronin, en 1866, y avait découvert des formes allongées 
ou renflées aux extrémités, qu’il avait considérées comme pathologi- 


ques; de Vries, au contraire, en 1877, y avait vu des réserves nutri-- 
tives, physiologiquement produites par la plante mére. Mais s’il en 


était ainsi, on pouvait se demander pourquoi tous les pieds n’en 
possédaient pas, et, a cette question sinaturelle, de Vries ne faisait pas 
de réponse. C’est Hellriegel qui, aprés avoir vu, dans un méme vase 
de culture artificielle en terre stérile, prospérer les pieds de légumi- 


neuses qui portaient des nodosités, et rester chétifs les pieds qui n’en — 


avaient pas, eut la premiére idée d’une relation entre l’absorption de 
Pazote et la présence des nodosités. Pour arriver 4 la notion de sym- 
biose, que fallait-il de plus? montrer quela matiére de ces nodosités 
était inoculable, et avait ainsi toutes les propriétés d’un étre vivant. 
C’est 14 Vidée maitresse du fameux mémoire qu’il a consacré, avec 


Wilfarth, a la fixation del’azote atmosphérique par les légumineuses.. 


Toutefois, méme aprés ce mémoire, la notion de symbiose restait 
encore trés vague. Ce qui ¢lait bien démontré, c’était que Ja fixation 
de V’azote résultait de la coexistence du développement simultané de 
la bactérie et de Ja plante. Mais comment se faisait cette fixation. La 


_plante, a elle seule, en était incapable. La bactérie, quand on eut 


réussi 2 la cultiver seule, s’en montra également incapable, ou du 
moins les seules expériences, dues 4 M. Beyerinck, dans lesquelles on 


tateurs, ce qui avait réussi & l'un pouvait ne pas réussir aVautre, et je me deman- 
dais méme, avec un peu d’anxiété, si je devais décourager les savants qui 
marchaient dans cette voie, en leur montrant ses dangers possibles, ou au con- 
traire laisser librement la science élendre ses conquétes. J’ai cu raison de me 
taire, puisque M. Metchnikoff est arrivé a établir, au sujet des associations 
microbiennes dans le choléra, une notion beaucoup plus claire que celles que 
j’avais dans l’esprit, et dont on pourra tirer des indications thérapeutiques. 
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ait pu constater une absorption d’azote, la laissaient singuliérement 
douteuse. Comment la plante et la bactérie unies pouvaient-elles faire 
ce qui n’était au pouvoir ni de l’une ni de l’autre, quand elles étaient 
séparées. La science a tdtonné longtemps dans cette direction. Elle a 
montré que le tissu des nodosités était plus riche-en azote que le reste 
de la plante, que ce n’était pas au moment de leur formation, mais au 
moment de leur destruction que ces nodosités rendaient service 4 leur 
hdte, qu’A ce moment les bacilles qui avaient formé la nodosité étaient 
dégénérés, et avaient pris des formes renflées et volumineuses, rem- 
plies d’un protoplasma réfringent, qu’on appelle des bactéroides, et 
que la plante trouvait dans ces bactéroides azote assimilable dont 
elle avait besoin. Je résume en ces quelques mots ce qu’il y a de plus 
net et de mieux démontré dans Vhistoire déja touffue des nodosités 
des légumineuses. Il semble bien en résulter que c’est le bacille qui 
-assimile l’azote. Mais la question reste la méme: quelles sont les con- 
ditions et le mécanisme de cette fixation? et pourquoi le hacille semble- 
t-il avoir besoin de la plante pour la réaliser? 

Pour trouver une réponse a cette question, il faut regarder du cdté 
des expériences de M. Winogradsky, sur les organismes fixateurs 
d’azote. Ce savant est parti, comme on sait, d’un point de vue tout 


_ autre que ses prédécesseurs. S’ilya, s’est-ildit, dans le sol, des bactéries 


capables a elles seules de fixer l’azote atmosphérique, comme I’a dit le 
premier M. Berthelot, elles doivent pouvoir vivre et se cultiver dans 
des milieux totalement débarrassés d’azote combiné. L’expérience lui 


a montré qu’il y en avait en effet de telles; il les aisolées avec son ha- 


bileté ordinaire, et il a constaté, comme fait assez imprévu, que si elles 
pouvaient se passer de nourriture azotée autre que l’azote de lair, il 
leur fallait en échange de grandes quantités de nourriture hydrocarbo- 
née. Elles détruisent beaucoup de sucre pour assimiler peu d’azote. 

Mais ici, il faut distinguer. Le microbe fixateur d’azote, isolé par 
M. Winogradsky, est anaérobie. S’il peut se développer au contact de 
l’oxygéne présent dans le sol, c’est qu’il trouve A cdté de lui des étres 
aérobies lui créant une ‘atmosphére réductrice, et prenant évi- 
demment leur part des matériaux nutritifs qu’ils rencontrent. Le 
rapport entre l’azote assimilé et le sucre disparu doit done dépendre 
des conditions d'aération. Mais, chose singuliére, ce rapport varie au 
rebours de ce qu’on pouvait croire; on pouvait s’attendre A le voir 
diminuer, lorsque le microbe fixateur vit A cOté d'autres microbes qui 
brdlent le sucre sans fixer d’azote. Il augmente au contraire dans ces 
conditions. Le rapport entre l’azote assimilé et le sucre disparu dépend 
des conditions d’aération. Il y a2,5 4 3 d'azote assimilé pour 1000 de 
sucre détruit quand l’aération est compléte; 2 a 2,5 quand l’aération 
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est faible; 1,4en culture anaérobie en présence de l’azote pur. Cela 
témoigne que l’azote n’est pas un aliment de prédilection pour la 
plante, puisqu’elle en garde d’autant moins, pour la méme quantité 
de sucre détruit, qu’on le luidonne plus pur, ou, ce qui revient au méme, 
quellea besoin, pour absorber la méme quantité d'azote, de détruire 
d’autant plus de sucre qu’on lui supprime plus lecontact de ’oxygéne 
et des étres qui le consomment. On voit poindre, ici, une nouvelle 
question de symbiose encore trop confuse pour que nous insistions. 
Le gaind’azote dépend non seulement dudegré d’aération,mais encore 
du rapportentre le glucose alimentaire et laquantitéd’azote ammoniacal 
qu'il faut introduire dans le mélange nutritif pour commencer la cul- 
ture. Ce rapport doit étre plus grand que 150 pourqu’ily ait gain d’azote. 
S’il y atrop d’azote ammoniacal, l’azote gazeux n’est plus absorbé. 
En somme, nous voyons qu’une bactérie capable d’absorber |’azote 
ne le peut qu’a de certaines conditions assez étroites, dont nous con- 
naissons quelques-unes : 4° il faut que le milieu de culture soit aéré; 
2° il faut quil y ait une matiére alimentaire 4 détruire en quantités 
notables, égalant au minimum 350 fois le poids de l’azote assimilé 
dans le cas du glucose et de la bactérie de M. Winogradsky '; 3° le 
poids dusucre doit étre supérieur a 150 fois le poids de l’azote ammo- 
niacal du milieu. Une étude plus approfondie révélera sans doute 
d’autres conditions de succés : celles-ci suffisent pour qu’on puisse 
comprendre que la bactérie des légumineuses soit capable d’absorber 
de l'azote dans de certaines conditions de nutrition et pas dans d’autres, 
sur la plante et pas 4 l’extérieur, qu’elle n’ait manifesté aucune puis- 
sance d’absorption dans les premiéres expériences de M. Beyerinck, et 
qu’elle en ait montré une, faible il est vrai et encore douteuse, dans 
les derniéres, faites en lui fournissant un milieu nutritif plus appro- 
prié que dans les précédents essais. Enfin l’énormité de la consomma- 
tion de l’aliment hydrocarboné, comparé au poids d’azote fixé, nous 
améne a croire que si la bactérie des légumineuses rend en effet 4 
la plante le service de iui préparer de l’azote assimilable aux dépens 
de l’azote de lair, elle lui emprunte en échange la matiére hydro- 
carbonée que la plante fabrique aux dépens de ses organes verts. Dans 
ce cas, la symbiose, réduite 4 ses éléments essentiels, a donc la formule 


4. En présence de ce chiffre élevé, on a pu se demander si l’azote combiné - 


dont M. Winogradsky observait l’apparition dans ses cultures, et qu’il attribuait 
a Vabsorption de l'azote gazeux, ne proviendrait pas de l’azote organique que 
tous les sucrescontiennent, et dont il est a peu prés impossible de les débarrasser, 
méme au prix de nombreuses cristallisations. Il est difficile de tomber au-des- 
sous de 0™g,3 d’azote pour 1 gramme de sucre ou de 3/10000. Mais ce chiffre est 
dix fois plus faible que la proportion entre l'azote fixé et le sucre détruit dans 
les expériences de M. Winogradsky. Et d’ailleurs, ce savant a toujours fait des 
essais 4 blanc, propres ale mettre en garde contre cette cause d’erreur ou d’illusion. 
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suivante : la plante et la bactérie prennevt dans Pair, Pune, ?aliment — 
hydrocarboné sous forme d’acide carbonique, l'autre l’aliment azote 
sous forme d’azote, et elles échangent leurs produits. 

Il ne serait pas difficile de signaler, dans les faits déja nombreux - ai” 
publiés au sujet des bactéries des légumineuses, des notions en rap- eae 
port avec cette conception générale du phénoméne de la symbiose. 

Nous retrouverions l’utilité de laération pendant la culture, la nécessité 
reconnue d’une petite quantité d’azote 4 lorigine, linutilité d’une dose 

plus grande, le caractére nocif d’une dose exagérée. De méme, en se 5 
tournant du coté des bactéries du sol, on pourrait trouver dans les . 
travaux de M. Berthelot, de M. Frank, de MM. Gautier et Drouin, des © 
faits d’accord avec ceux dont M. Winogradsky a fait la synthése: - 
Putilité d'une certaine dose d’azote initiale, les inconvénients d'une 
dose trop élevée, la nécessité d’une certaine quantité de matiére orga~-- . 
nique hydrocarbonée combustible. Peut-¢tre pourrait-on tirer de la > eae 
explication de quelques-unes des irrégularités ou de quelques-uns ; 
des faits contradictoires relevés par ces savants et qui laissaient l’opi- — oY 
nion indécise. Mais ce serait forcer la note que d’appliquer, aux bac- 
téries des légumineuses ou a d’autres, des notions fournies par les 
bactéries de Winogradsky. Tout ce que je voulais faire, c’est 
d’éveiller des idées de comparaisons, et d’indiquer la voie dans 
laquelle on a des chances de trouver la’solution des difficultés 
pendantes. Si je ne me trompe, la pathologie des associations micro- a 
biennes a elle-méme a tirer des lumiéres de ces rapprochements, telle- 

ment naturels qu’il faut s’étonner quils n’aient pas encore été faits. a2 4 


Ul Serer te 


Nous allons en retrouver de la méme nature en arrivant ala fixa- ez 
tion. de azote atmosphérique par les algues, telle qu’ellea été mise en 
lumiére par les travaux de MM. Schloesing fils et Laurent. Comme 
celles de MM. Hellriegel et Wilfarth, ces expériences différent des 
expériences antérieuresde M. Berthelot en ce que la fixation de l’azote 2 
s’y est faite dans les plantes, et nondans la masse dusol. Mais si, comme 7 
celles de M. Hellriegel et Wilfarth les expériences de MM. Schloesing 
fils et Laurent sont probantes au point de vue de la réalité de la <o 
fixation, eJles restent aussi muettes sur la question de mécanisme. + 
_ Dans leurs essais, les algues qui étaient intervenues étaient un "i ; 
mélange d’espéces; fait plus grave, elles n’étaient jamais débarrassées 
de bacleries. C’était cet ensemble complexe qui avait été présent par- — — 
tout ot il y avait eu fixation d’azote. Ala vérité, les algues semblaient 
_nécessaires 4 la manifestation du phénoméne, car lorsqu’on empéchait | 
leur végétation en maintenant la culture & Vobscurité, comme Vavait oe 


es 
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fait Frank, ou en couvrant la culture d’une couche de sable fin, comme 
MM. Sehloesing fils et Laurent, on n’avait aucune fixation, alors qu’il 
s’en produisait une dans le méme milieu, lorsque lesalgues pouvaient 


_ sy implanter. Mais de ce que les algues semblaient nécessaires, il n’en 


résultait pas qu’elles fussent seules aclives, de méme qu’il ne résultait 
pas “de ce que les bactéries ne fixaient pas d’azote en'l’absence des 
algues, qu’elles ne fussent pas nécessaires quand les algues étaient 1a. 
Deux étres vivant en symbiose peuvent faire, unis, ce dont ils sont 
incapables quand ils sont séparés. Rien ne disait que dans des milieux 


pauvres comme ceux qu’il faut employer dans de pareilles expériences, © 


la bactérie ne puisse vivre que si l’algue lui fournit constamment 
Valiment organique qu'elle fabrique constamment aux dépens de la 
lumiére etde Pacide carbonique de |’air, et cette explication avait pour 
elle des arguments de fait et des arguments théoriques. 

En premier lieu, la fixation de l’azote avait été surtout manifeste | 
dans des cultures 0 les algues avaient été surtout formées d'un 


mélange de nostocs, et formaient 4 la surface du sol une couche de — 


consistance gélatineuse. Ces nostocs, on le sait, sont des algues a 


- paroi épaisse, formée surtout d’un hydrate de carbone voisin des 
-gommes et des celluloses des lichens. Quelques-uns de ces nostocs 


restaient en débris envahis par les bactéries. On retrouvait done 1a les 
caractéres et les possibilités d'une association microbienne. Par contre, 
il y avait eu une expérience ot il était développé une algue a peu prés 
pure, le microcoleus vaginatus, et ot.on n’avait pas observé de fixation 
d’azote. Ilse pouvait évidemment que ce résultat fit dai ala nature 
de l’algue : toutes les bactéries n ont pas les mémes propriétés; on ne 


peut pas demander a des algues de se ressembler davantage. Mais il — 


pouvait se faire aussi, comme l’avaient finement remarqué MM. Schloe- 
sing et Laurent, que « la pureté de la culture soit défavorable 4 la 
fixation de l’azote, si, par exemple, celle-ci était le résultat du con- 


‘cours de plusieurs étres » ; et justement il arrivait que cette culture, ot 


il n’y avait pas eu de fixation, n’avait pas été ensemencée avec de la 
délayure de terre de jardin qu’avaient au contraire recue les cultures 
ayant fixé de l’azote gazeux. 

Pour résoudre ta difficulté, il y a un moyen, c’est d’ensemencer, 
dans un milieu assez pauvre en mati¢re organique pour que les bacté- 
ries-de M. Winogradsky ne puissent intervenir, une ou plusieurs 
algues pures, de voir si & elles seules elles fixent de l’azote, et, sielles 
n’en fixent pas, de chercher si elles en fixent lorsqu’elles sont asso- 


= ciées a des bactéries banales du sol. C’est ce qu’a fait M. Kossowitch ', 


mais non sans rencontrer quelques difficultés. 
4. Bot. Zeitung: Originalabhandlungen, 1" p, fase. V. 1894. 
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La plus grande vient de ce que la culture des algues a l'état de 
pureté n’est pas chose commode, méme aprés les travaux de M. Beye- 
rinck '. Les algues sont trés sensibles au changement de milieu, souf- 
frent de toute transplantation, aiment 4 étre serrées les unes contre 
les autres, et ne se prétent pas ala séparation des espéces; ce sont 
en apparence des plantes trés (sociables, aimant le contact d'autres 
espéces. On connatt leur association dans les lichens : dans les vases de 
culture elles se développent plus abondamment au contact des bacté- 
ries. Leur ispletents et leur purification sont difficiles. M. Kossowitch 
est pourtant arrivé 4 en isoler une espéce, voisine du cystococcus (Noe- 
geli) et du chlorella vulgaris (Beyerinck), qu'il a pu cultiver dans des 
flacons d’Erlenmeyer,sur une couche de sable, imbibée d’une solution 
nutritive contenant, par litre : 03",25 de phosphate bibasique et 08", 25 
ue phosphate tribasique de potasse, 0s*,37 de sulfate de magnésie, 

s*.2 de chlorure de sodium, et. des traces de phosphate de fer et de 
Pe silfate de chaux. 

Quand on n’ajoute pas de nitrate, la culture est impossible, alors 
méme qu’on y introduit du sucre. En revanche, quand on introduit 
du nitrate, et M. Kossowitch employait du nitrate de chaux, la culture 
se fait; la surface et lintérieur du sable se recouvrent d’une couche 
verte qui grandit d’abord a4 vue d’ceil, puis s’arréte au bout de quel- 
ques semaines. Il va sans dire qu’on fait circuler dans le matras un 
courant d’air privé d’ammoniaque, mais contenant un peu d’acide 
carbonique. Quand la culture semble s’arréter, on lui donne un nou- 
vel essor en y ajoutant du nitrate de chaux. Par contre, l’addition des 
autres sels nutritifs est alors sans effet. Cela prouve que la plante a 
besoin d’azote combinéet ne s'accommode pas d’azote libre. On constate 
en effet que la quantité d’azote contenue dans la culture ne varie pas, 


‘dans les limites d’erreur du procédé de mesure. Il faut donc conclure, 


avec M. Kossowitch, que « dans ces cultures, le cystococcus, en l’ab- 
sence d’autres organismes, n’a pas fixé d’azote libre ». Cette conclu- 
sion résulte de douze expériences faites avec des quantités variables 
de nitrate de chaux, et avec ou sans addition de sucre, qui semble 
plutot défavorable que favorable a la culture des algues, quand elles 
sont pures. On a ajouté dans 2 cas des bactéries des nodosités de pois, 
sans que rien ait étéchangé au résultat. 

Il en est tout autrement quand on ajoute au sable de la délayure 
de terre de jardin, et qu’on laisse envahir la culture par des bactéries 
banales, et d’autres espéces d’algues que le cystococcus ensemencé. 
Voici un tableau résumant les 10 expériences de M. Kossowitch. Les» 
10 matras étaient partagés en 5 groupes de 2, dont un recevait a l’ori- 


1. Bot. Zeitung, 1890, p. 625. 
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gine 0£",75 de dextrose, et dans la suite 1 gramme de dextrose en 5 fois. 
L’autre matras ne recevait pas de sucre. L’ensemencement était diffé- 
rent d’un groupe 4 l’autre, et le tableau donne l’indication des espéces 
quon y relevait au microscope, la culture faite. Il donne aussi les 


quantités d’azote trouvées a la fin de la culture. La quantité d’azote 
originaire était de Qusr,7, 


Groupes. Etres développés. Sans sucre. Avec sucre. 
rid Cystococeus, phormidium, bactéries du sol, : 
HAV ECOIMOGS care rwigy scsi en i Sere ME ate 7.4™8" 9 5ms 
2 Cystecoceusiet haekéries iy ivy. c: Benes Hens 3.4 8.4 
3 Stichococcus et bactéries ............6...205 2.3 2.7 
4 Nostoc, grosses algues rondes, Scenedesmus, 
AGEORIOS 100i SOle Beer cee hone as aiow a lal isle ? 49.4 
5 Nostoc, forme analogue au cylindrosper- 
GUAR AINECLONLOSS fons ee ks So eR 8.8 25 4 


Sauf dans un cas, ow la fixation a été nulle, il_y a done eu de 
azote fixé dans toutes ces expériences, et méme en proportions parfois 
assez grandes. Il y en a eu dans les matras sans sucre, bien qu'elle ait 
été plus marquée dans les matras avec sucre, mais méme dans ces 
derniers, il ne faut pas penser a lintervention des bactéries de 
M. Winogradsky, du moins avec les propriétés que nous a fait 
connaitre ce savant, car la proportion d’azote fixé, pour 1 gramme de 
_sucre disparu, est beaucoup plus grande dans les expériences de 
M. Kossowitch ow elle dépasse 2 0/0, au-lieu du maximum de 4/1000 
réalisé par M. Winogradsky. De plus nous retrouvons encore ici 
cette: fixation plus abondante dans le cas des nostocs, qui, dans les 
expériences de M. Kossowitch comme dans celles de MM. Schleesing 
et Laurent, formaient une couche gélatineuse 4 la surface et dans 
Vépaisseur de la culture. 

Nous voila donc conduits a cette conclusion que c’est association 
des algues et des bactéries, ou, sion veut, l'association de certaines 
algues et de certaines bactéries qui préside 4 la fixation de l’azote 
gazeux. Mais la fagon dont a été ordonné notre exposé éclaire en 
outre la question de mécanisme, et conduit 4 penser que la symbiose 
dans ce cas se fait comme dans le cas des bactéries des nodosités des 
légumineuses, et met en jeu le méme rouage que les bactéries de 
Winogradsky. L’algue fabrique dela matiére alimentaire que la bactérie | 
consomme, et dont la destruction lui fournit l’énergie nécessaire a la 
fixation et i) organisation de l’azote gazeux de l’atmosphére. 

Il est vrai que l’azote et l’oxygéne peuvent se combiner théorique- 
ment pour donner de Vacide azotique, surtout en présence de |’eau, 
parce que cette oxydation de l’azote et l’hydratation de l’acide formé 
dégagent de la chaleur. Mais il reste encore douteux que cette oxyda- 
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tion puisse se faire par vote microbienne, sans destruction concomitante | 
d’une énergie étrangére, les deux. Dae nom a d'organisation et de 
destruction étant mis en rapport et bn état de dépendance mutuelle 
sot le protoplasma de la cellule vivante. Au moins peut-on pee 
x Pappui de notre explication, qu’elle laisse aux algues vertes et aux 


de matiére organique aux dépens de Vacide carbonique et de la. 
lumieére solaire, aux bactéries leur réle d’agent de destruction, ayant 
besoin de bréler de grandes quantités de matiére pour fabriquer celle 
qui-est nécessaire 4 la construction de ho tissus et & l’entretien de 
leur protoplasma. 

Les trois grands phénoménes de la fixation de Pazote gazeux que 
nous venons d’examiner ont donc, de ce fait, une formule commune. 
Ils exigent tous la consommation d’une énergie étrangére. Ils se 
rapprochent, sous ce point de vue, de la fixation de l’azote gazeux 
par dés effluves électriques, mise en lumiére par M. Berthelot. —— 
contre ils se séparent d'autres expériences de ce savant, les premiéres 
qui aient été publiées au sujet de la fixation de l’azote gazeux uaa 
voie microbienne, et dans lesquelles la fixation de azote gazeux n’a 
été accompagnée de Ja destruction d’aucune matiére organique, car le 
sol des expériences, formé de kaolin ou de sable lavé, n’en renfermait 
que des traces; ce sont la les phénoménes que M. Berthelot appelle ~ 
avec justesse les phénoménes de fixation de lazote par le sol. En 
recommencant ces expériences, M. Schleesing n’en a pas retrouvé les 

- résultats. Mais cela ne prouve rien au point de vue théorique. II se 
peut, si les bactéries interviennent, qu’elles n’aient pas été les mémes 
dans les terres de M. Berthelot-et dans celles de M. Schleesing. Les 
conditions du phénoméne ne sont pas encore établies. Toutefois, la for- 
mule de cette fixation nous apparatt d’ores et déji comme différente de 
celle des cas qui précédent, et nous pouvons dés lors la laisser pour le 
moment en dehors de notre cadre, dans lequel nous nous proposions 
surtout de faire étude des phénoménes de symbiose.  ~ 

En résumé, nous voyons deux grands phénoménes naturels s’expli- 
quer par un échange de bons procédés entre une plante sans chloro- 
phylle et une plante verte, celle-ci fabriquant de la matiére organique. 

‘hydrocarbonée dont elle fait part A celle-la, qui, en retour, lui fournit 
le composé azoté dont la plante verte a besoin; et c’est ainsi qu’a 

_ cdté de la loi: « Mangez-vous les uns les autres » qui est la grande loi 
conservatrice de la nature, nous trouvons la loi plus douce: « Aidez- 


mo. VOUS les uns les autres ». Mais elle est plus rarement en jeu, et. il” 
SRR semble vraiment que son fonctionnement soit plus délicat. 
EK. Duchawe. 
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